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Abnormální proliferace buněk hladké svaloviny cév (VSMC) hraje důležitou roli 
v patogenezi aterosklerózy. Adipocyty produkují řadu parakrinně působících bioaktivních látek, 
které mohou působit na růst a migraci VSMC. Naše studie je zaměřena na schopnost 
epikardiálních adipocytů produkovat bioaktivní látky s přímým efektem na míru proliferace 
VSMC. 
Genová exprese lidských cytokinů (IL-6, IL-8, IL-18, RANTES a MCP-1) a adipokinů (leptin 
a adiponektin) byly měřeny v primární buněčné kultuře epikardiálních a viscerálních adipocytů, 
obojí v případě nediferencovaného a maturovaného stavu buněk. Produkce adipokinů (IL-6, 
IL-8, MCP-1, VEGF a adiponektin) v kondiciovaných médiích byla měřena pomocí Luminex testu. 
Míra proliferace VSMC byla měřena po kokultivaci s médiem získaným z primárních kultur 
adipocytů. 
Epikardiální preadipocyty prokázaly zvýšenou expresi IL-8 (3,25krát, p<0,05) ve srovnání 
s viscerálními preadipocyty. Exprese adiponektinu v epikardiálních preadipocytech byla výrazně 
snížena ve srovnání s expresí ve viscerálních preadipocytech (p<0,0001). Kromě toho genová 
exprese závisela na míře diferenciace a buněčném původu. Pozorovali jsme změněnou expresi 
IL-8 (0,016krát, p<0,01) a MCP-1 (0,19krát, p<0,05) v diferencovaných epikardiálních 
adipocytech oproti nediferencovaným adipocytům. Prokázali jsme vyšší koncentrace MCP-1 
v kondiciovaném médiu renálních preadipocytů ve srovnání s VSMC kontrolou (p<0,05). Jak 
kondiciované medium  viscerálních preadipocytů, tak medium epikardiálních adipocytů, 
vykazovalo vyšší koncentraci  VEGF oproti kontrolnímu médiu z VSMC (p<0,001). Obsah 
adiponektinu v médiu viscerálních adipocytů bylo zvýšené oproti zbývajícím adipocytárním 
mediím, stejně tak vůči VSMC kontrole (p<0,01). Kromě toho výsledky ukázaly vyšší proliferaci 
VSMC po kokultivaci s epikardiálním adipocytárním kondiciovaným médiem ve srovnání s VSMC 
kontrolou (p<0,05).  
Výsledky naznačují, že epikardiální adipocyty se podstatně liší od viscerálních adipocytů. 
Navíc se zdá, že bioaktivní látky produkované adipocyty mají stimulační účinky na proliferaci 
VSMC, což by mohlo lokálně přispívat k rozvoji proliferativního onemocnění cév. 
 






Abnormal vascular smooth muscle cell (VSMC) proliferation is thought to play an important 
role in the pathogenesis of atherosclerosis. Adipocytes produce several paracrine bioactive 
substances that can affect VSMC growth and migration. Our study focused on the ability 
of epicardial adipocytes to produce bioactive substances together with studying of direct effect 
of these substances on the VSMC proliferation rate. 
The gene expression of human cytokines (IL-6, IL-8, IL-18, RANTES and MCP-1) 
and adipokines (leptin and adiponectin) was measured in primary cell lines of epicardial 
and visceral adipocytes, both in undifferentiated and mature statuses. Moreover, adipokine 
production (IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF and adiponectin) in conditioned media obtained from above 
mentioned primary cell cultures of adipocytes was measured by a Luminex assay. The VSMC 
proliferation rate was measured after co-culturing with CM obtained from primary cell cultures 
of adipocytes.  
The epicardial preadipocytes showed an increased expression of IL-8 (3,25-fold, p<0,05) 
compared with visceral preadipocytes. The expression of the adiponectin in epicardial 
preadipocytes was markedly decreased in comparison of the expression in visceral 
preadipocytes (p< 0,0001). Moreover, the gene expression was dependent on the differentiation 
degree and cell origin. We observed an altered expression of the IL-8 (0,016-fold, p< 0,01) 
and MCP-1 (0,19-fold, p<0,05) in differentiated epicardial adipocytes compared 
with undifferentiated adipocytes. We proved that there was a higher concentration of MCP-1 
in renal preadipocyte conditioned media compared to the VSMC control (p<0.05). The addition 
of both visceral preadipocytes and epicardial adipocyte conditioned media resulted in the 
elevated production of VEGF compared to the control VSMC conditioned media (p<0.001).  
Adiponectin content in visceral adipocyte conditioned media increased compared to all 
remaining adipocyte conditioned media as well as to the VSMC control (p<0.01). Moreover, 
results showed a higher VSMC proliferation rate after co-culturing with epicardial adipocyte 
conditioned media compared to the VSMC control (p<0.05). 
Our results suggest that epicardial adipocytes substantially differ from visceral adipocytes. 
Moreover, it seems that bioactive substances produced by adipocytes have a stimulating effect 
on VSMC proliferation that might locally contribute to the development of proliferative vascular 
disease. 
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1 Seznam zkratek 
ABCA1  ABC (ATP Binding Cassette) transportér podtřídy A1 
ACAT-2   Acyl-koenzym A cholesterol acyltransferáza 
ACE Angiotensin konvertující enzym 
ADP   Adenosin difosfát 
AT1/2 Angiotensinový receptor 1/2 
B2M Beta-2-mikroglobulin 
BMI Index tělesné hmotnosti (Body Mass Index) 
BSA Hovězí sérový albumin 
CTGF Růstový faktor pro pojivové tkáně 
CCR2 C-C chemokinový receptor typ 2 (receptor pro MCP-1) 
DC  Dendritická buňka 
EAT Epikardiální tuková tkáň 
ECM   Extracelulární matrix 
ERK 1/2   Extracelulárním signálem regulované kinázy 
ERK-5   Extracelulární signálem regulovaná kináza 5 
ET   Endotelin 
FACoA Mastná kyselina navázaná na koenzym A 
Fas   Transmembránový protein typu II z rodiny TNF cytokinů 
FasL   Fas ligand 
FC   Pěnová buňka (foam cell) 
G-/GM-/M-CSF Faktor stimulující kolonie granulocytární/granulocytární a 
makrofágové/ makrofágové 
gp130   Glykoprotein 130 
HAoSMC Lidské aortální buňky hladké svaloviny 
HDAC4   Histon deacetyláza 4 
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HDL   Lipoprotein o vysoké hustotě 
i/eNOS  Indukovaná/ endoteliální NO syntáza 
ICAM-1/sICAM-1   Intracelulární adhezní molekula - 1/solubilní               
intracelulární adhezní molekula - 1 
IDL Lipoproteiny se střední hustotou 
IKK   IκB kináza 
IL  Interleukin 
IRS-1   Inzulinový receptorový substrát 1 
IκB   Inhibitor κ B 
JAK   Janus kináza 
LDL  Lipoprotein o nízké hustotě 
LDL-C  Cholesterolový lipoprotein o nízké hustotě 
LRP6   LDL receptor-související s proteinem 6 
LXR  Jaterní X receptor (jaderný receptor) 
MAP  Mitogeny aktivovaný protein 
MAPK   MAP kináza 
MCP-1   Monocytární chemoatraktivní protein 1 
MF  Makrofág 
MFI Střední intenzita fluorescence 
MKP-1  MAPK fosfatáza 1 
MMP  Matrixové metalo proteázy 
mTOR Serin/treoninová protein kináza (Mechanistic Target Of 
Rapamycin) 
NADH  Redukovaný Nikotinamidadenindinukleotid 
NDPH  Redukovaný Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 
NF-κB  Jaderný faktor κb 
NMN  Nikotinamid mononukleotid 
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NO  Oxid dusnatý 
NOS  Syntáza oxidu dusnatého 
oxLDL  Oxidovaný lipoprotein o nízké hustotě 
oxHDL Oxidovaný lipoprotein o vysoké hustotě 
p90RSK  P90 ribozomální S6 kináza 
PAI-1   Inhibitor plazminovéhoaktivátoru - 1 
PBS Fosfátový pufr (Phosphate buffered saline) 
PDGF  Růstový faktor z destiček (platelet derived grow factor) 
PDGFR-β PDGF receptor β 
PI3K Fosfatidilinositol-3-kináza 
PKC  Protein kináza C 
PPAR  Receptor aktivovaných peroxizomálních proliferátorů 
PRR  Vzor rozpoznávající receptor 
PVAT  Perivaskulární tuková tkáň (perivascular adipose tissue) 
RAF  Rekombinační aktivační faktor 
Rho Enzym z rodiny malých GTPáz 
ROCK Rho-asociovaná protein kináza 
ROS  Reaktivní formy kyslíku 
SD Směrodatná odchylka 
SMC  Buňky hladké svaloviny 
STAT1  Signálový předovník a aktivátor transkripce 
SVF Stromální vaskulární frakce 
TGF-β  Tranformující růstový faktor β 
TLR Toll like receptor 
TNF-α Tumor nekrotizující faktor α 
TT  Tuková tkáň 
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VCAM-1  Adhezní molekula buněk cév (Vascular cell adhesion 
molecule) 
VHDL Lipoproteiny o velmi vysoké hustotě 
VLDL  Lipoprotein o velmi nízké hustotě 
VSMC  Buňky hladké svaloviny cév 




Obezita je jednou z nejběžnějších zdravotních komplikací, které čelí moderní svět 
a stále více se začíná projevovat již u dětí a mladistvých. Představa, že tuková tkáň (TT) 
je pouze zásobárnou energie, tepelná izolace, případně že vytváří mechanickou oporu 
vnitřním orgánům, je již přežitek. Ukazuje se, že se jedná o největší endokrinní orgán 
v těle. TT produkuje řadu bioaktivních látek včetně řady cytokinů, působí tedy i jako 
imunologicky aktivní orgán.  Produkované působky účinkují endokrinně, parakrinně 
i autokrinně.  
U obézních jedinců se často vyskytují např. poruchy lipidového metabolismu 
se zvýšenými hladinami plasmatických lipoproteinů, volných mastných kyselin 
a cholesterolu v krvi, hyperinzulinémie, hypertenze a přítomný je i chronický mírný 
stupeň zánětu (Bergman et al., 2007; Després et al., 2008). Právě přítomnost 
subklinického chronického zánětu spojuje tukovou tkáň, inzulinovou rezistenci, 
patogenezi aterosklerózy a diabetes 2. typu.  Cirkulující hladiny adipokinů, tj. působků 
produkovaných TT, pak lze využít jako ukazatele k hodnocení řady chorob spojených 
s obezitou. Například práce Fantuzzi a kol. (2005) uvádí vyšší hladiny zánětlivých 
markerů, jako jsou C-reaktivní protein nebo IL-6 u obézních jedinců v porovnání 
se zdravými kontrolami. Což autoři dávají do souvislosti s vyšší pravděpodobností 
rozvoje kardiovaskulárních chorob a diabetu 2. typu (Fantuzzi, 2005).  
Je to právě ateroskleróza a komplikace s ní spojené (infarkt myokardu, angína 
pectoris, iktus, hypertenze, ischemická choroba dolních končetin a další), které jsou 
jednou z nejčastějších příčin úmrtí v západním světě. K rozvoji aterosklerózy dochází 
pravděpodobně vlivem chronického zánětu vzniklého jednak v důsledku genetických 
predispozic, ale výrazným způsobem se uplatňuje i vliv životního stylu. Na vzniku 
a rozvoji aterosklerózy se podílí řada buněčných a molekulárních mechanismů. 
V předložené diplomové práci se zaměřuji hlavně na úlohu perivaskulární tukové 
tkáně (PVAT) v patogenezi aterosklerózy. PVAT představuje zvláštní druh viscerální 
tukové tkáně obklopující většinu cév. Původně se mělo za to, že funguje spíše jako opora 
cév. Studie však prokázaly, že i PVAT, podobně jako viscerální tuková tkáň, produkuje 
řadu bioaktivních látek transdukujících signály do blízkých cév parakrinním 
nebo vasokrinním způsobem (Chatterjee et al., 2009).  Několik studií pak prokázalo 
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souvislost mezi PVAT a jejím vlivem na rozvoj aterosklerózy (Mazurek et al., 2003; 
Yudkin et al., 2005)  
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3 Teoretická část 
3.1 Tuková tkáň 
Tuková tkáň (TT) není tvořena pouze adipocyty, ale i řadou dalších buněčných typů 
jako jsou fibroblasty, endotelie, imunokompetentní buňky a řada dalších. TT je rovněž 
inervována a protkána cévním řečištěm.  
Tukovou tkáň lze dělit z řady hledisek. Například na bílou tuková tkáň a hnědou 
tuková tkáň. Více rozšířená bílá tuková tkáň je tvořena adipocyty s velkými tukovými 
kapénkami v cytoplasmě a malým množstvím mitochondrií. Hnědá tuková tkáň 
se vyskytuje hlavně u novorozenců. Později ji lze nalézt v horní oblasti hrudi a krku, 
u obézních jedinců je však velmi zredukována nebo chybí úplně (van Marken Lichtenbelt 
et al., 2009). Pro hnědou tukovou tkáň jsou typické adipocyty s malými tukovými 
kapénkami a velkým množstvím mitochondrií (Cinti et al., 2005). 
Tukovou tkáň lze však dělit i na subkutánní a viscerální tuková tkáň.  Subkutánní TT 
má poněkud nižší produkci prozánětlivých látek a korelaci s oxidativním stresem 
ve srovnání s viscerálním tukem (Pou et al., 2007). Oproti viscerálnímu tuku exprimuje 
větší množství adiponektinu, který vykazuje protiaterogenní účinky, a leptinu, který 
reguluje potřeby příjmu energie (Staiger et al., 2003). Je známo, že viscerální TT 
produkuje řadu adipokinů ovlivňujících množství procesů. Jedná se zejména 
o prozánětlivé děje, jež mohou vyústit ve velmi komplexní poruchy, mezi něž patří 
například inzulinová rezistence, metabolický syndrom, nebo diabetes 2. typu (Gustafson 
et al., 2007).  
Zvyšuje-li se ukládání tuku a rozvoj obezity, dochází v TT k strukturním a funkčním 
změnám, od TT u štíhlých jedinců s normální metabolickou aktivitou, nižší infiltrací 
imunokompetentních buněk a nižší produkcí prozánětlivých látek, přes TT  jedinců 
s nadváhou s mírnou metabolickou dysfunkcí, až po TT obézních pacientů s plnou 
metabolickou dysfunkcí (Ouchi et al., 2011). V závislosti na nutričním stavu pak kolísá 
obsah lipidů uložených v adipocytech, což mění nejen velikost adipocytů, ale i jejich 
metabolické vlastnosti.  Adipocyty obézních jedinců hypertrofují, zvyšují své zásoby 
triglyceridů, vykazují sníženou citlivost k inzulínu a v souvislosti s mírou obezity mění 
i endokrinní produkci. U obézních osob se proto zvyšuje produkce prozánětlivých 
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faktorů  stimulujících mimo jiné i zvýšenou infiltraci imunokompetentních buněk, 
hlavně MF. Naopak produkce protizánětlivých faktorů, jakým je například adiponektin, 
se snižuje (viz obr. 1) (Ouchi et al., 2011). Obezita, zejména abdominálního typu 
s převahou viscerálního tuku, je proto považována za významný rizikový faktor 
pro rozvoj řady chorob, jako je hypertenze, dyslipidemie, inzulinová rezistence, diabetes 
2. typu, ateroskleróza a s ní spojené komplikace, a další (Després et al., 2008; Ibrahim, 
2010; Onat et al., 2004).  
 
Obr. 1: S rozvojem obezity dochází k strukturálním i funkčním změnám TT. S rozvojem 
obezity adipocyty zvětšují svůj objem, ve zvýšené míře ukládají lipidy ve formě kapének a mění 
své metabolické vlastnosti i charakter endokrinní produkce. Ve zvýšené míře produkují 
prozánětlivé faktory (leptin, resistin, TNFα, IL-6, IL-18, MCP-1). Hypertrofické obézní adipocyty 
i častěji podléhají nekrotickému procesu. TT obézních jedinců je více infiltrována 
imunokompetentními buňkami (především makrofágy, ale nepochybně se zde vyskytují i další 
podtypy včetně lymfocytů a řady dalších). Aktivované makrofágy obézních jedinců (aktivované 
klasickou cestou na M1 makrofágy) rovněž produkují prozánětlivé cytokiny, což může zčásti 
vysvětlovat přítomnost mírného chronického zánětu u pacientů s obezitou. (Ouchi et al., 2011) 
 
3.1.1 Subkutánní tuková tkáň 
Subkutánní tuková tkáň se nachází v podkoží. Je obvykle tvořena dvěma vrstvami 
oddělenými fascií. Velmi dobře může být monitorována a měřena neinvazivně pomocí 
magnetické rezonance (Querleux et al., 2002). Nejvíce podkožního tuku se ukládá 
v oblasti stehen, hýždí a anteriorní abdominální stěny. Převaha podkožního tuku 
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je typická spíše pro gynoidní typ obezity (ukládání tuku převážně v dolní oblasti těla). 
Subkutánní tuk představuje zhruba 80 % tukových zásob (Ibrahim, 2010). Subkutánní 
TT bývá poněkud méně zásobena krví a v porovnání s viscerální TT bývá i méně 
inervována. V subkutánní TT dochází k vyšší expresi receptorů pro estrogeny (Pedersen 
et al., 1996), což může souviset i s rozdílným ukládáním tuku u žen a mužů.  
 
3.1.2 Viscerální tuková tkáň 
Viscerální tuková tkáň obklopuje vnitřní orgány v břišní dutině, mesenteriu, 
omentu, retroperitoneu a v oblasti gonád. Viscerální TT je obecně považována 
za důležitější v rozvoji kardiovaskulárních chorob a dalších komplikací spojených 
s obezitou (Bruun et al., 2005; Fain et al., 2004; Kershaw and Flier, 2004). Představuje 
zhruba 10-20 % tuku u mužů; v případě žen to je kolem 5-8 % (Ibrahim, 2010). 
Abdominální obezita s ukládáním tuku v oblasti břicha je typická spíše pro muže. 
Obezita tohoto typu je povazována za rizikový faktor a může být jedním z důvodů, proč 
muže již v mladším věku postihují kardiovaskulární potíže častěji než ženy.  
Produkce různých prozánětlivých cytokinů jako je IL-8 (u štíhlých i obézních 
je produkován ve větším množství ve viscerální TT) (Bruun et al., 2004), MCP-1 (Bruun 
et al., 2005), IL-6, VEGF (Fain et al., 2004), TNF-α a další (Curat et al., 2006; Kershaw and 
Flier, 2004).  
Adipocyty z viscerální tukové tkáně vykazují vyšší míru inzulinové rezistence oproti 
subkutánnímu tuku (Frayn, 2000). Viscerální TT je v porovnání se subkutánním tukem 
více metabolicky aktivní. Např. epididimální adipocyty (druh viscerálních adipocytů) 
mají více mitochondrií, vyšší cytochrom c oxidázovou aktivitu a vyšší respirační obrat 
než subkutánní TT (Deveaud et al., 2004). Co se týče lipoprotein lipázové aktivity 
v některých pracích je uváděna vyšší aktivita ve viscerálním tuku (Ruge et al., 2006), 
v jiných studiích je naopak uváděna převažující aktivita v subkutánním tuku (Tchernof 
et al., 2006). Viscerální adipocyty mají i vyšší lipolytickou aktivitu indukovanou 
katecholaminy, kdy dochází k vyššímu uvolňování volných mastných kyselin do oběhu, 
v důsledku čehož může docházet k aktivaci prozánětlivého fenotypu 
imunokompetentních buněk (Ouchi et al., 2011), nebo k vývoji hyperglykémie, 
hyperinzulinémie, případně inzulinové rezistence (Heilbronn et al., 2004). Toto 
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je označováno jako tzv. portální hypotéza (Heilbronn et al., 2004). Zjednodušeně lze říci, 
že podle této hypotézy dochází k rozvoji inzulinové rezistence vlivem změny 
metabolických vlastností viscerálních adipocytů v důsledku nárůstu objemu viscerální 
tukové masy a to i nezávisle na množství podkožního tuku (Yang et al., 2008).   
 
3.1.3 Perivaskulární tuková tkáň 
Perivaskulární TT je druhem viscerálního tuku. Zánětlivé procesy v endotelu 
vyvolávají adhezi a migraci leukocytů, MF a progenitorových buněk do stěn cév  
(Chhabra, 2009). Prozánětlivé cytokiny a důsledky jejich působení jsou již relativně 
dobře známy v procesu iniciace a progrese aterosklerotických lézí. Avšak role 
perivaskulární tukové tkáně (PVAT) v tomto procesu byla dlouhou dobu přehlížena. 
PVAT se nachází na vnější straně adventicie bez laminárních struktur nebo jiných 
organizovaných barier. Tato tuková tkáň je inervována a s cévou přímo propojena přes 
vasa vasorum (obr. 2). Od ostatních tukových tkání se PVAT liší tím, že má větší množství 
méně diferencovaných adipocytů, produkujících ve zvýšené míře prozánětlivé cytokiny, 
jako je IL-6, IL-8 a MCP-1 (monocytární chemoatraktivní protein-1) (Chatterjee et al., 
2009). Naopak produkce adiponektinu je v PVAT snížena (Chatterjee et al., 2009).  
Objem PVAT lze měřit neinvazivně počítačovou tomografií. Množství PVAT je 
asociováno s takzvanou viscerální obezitou, mírně koreluje i s množstvím subkutánní 
tukové tkáně a s indexem tělesné hmotnosti (BMI) (Schlett et al., 2009). Dále její zvýšené 
ukládání koreluje s inzulínovou rezistencí a to nezávisle na pohlaví a věku (Rittig et al., 
2008). Po morfologické stránce je PVAT tvořena tzv. bílou a hnědou tukovou tkání, 
přičemž jejich zastoupení se v určitých oblastech liší a i výsledky studií nejsou 
jednoznačné. Některé skupiny vědců došly k závěru, že v PVAT pravé koronární arterie 
člověka je více zastoupena hnědá tuková tkáň (Sacks et al., 2009), zatímco jiné studie 
na základě profilu genetické exprese PVAT  uvádějí, že v koronárních artériích převažuje 
bílá tuková tkáň (Chatterjee et al., 2009). Rozdílné výsledky studií mohou být dány 
jednak odlišnými postupy, nebo faktem, že poměrné zastoupení hnědé a bílé tukové 
tkáně se může silně individuálně lišit.   
18 
 
Obr. 2: Struktura cévních vrstev. V PVAT žluté buňky představují adipocyty, červené vasa 
vasorum a modré MF, adipocytové progenitorové/kmenové buňky, lymfocyty, fibroblasty atd. 
(podle Miao et al., 2012) 
 
Studie dále naznačují, že PVAT má vliv na vaskulární remodelaci.  Prostřednictvím 
produkce řady bioaktivních látek hraje PVAT velmi důležitou roli při proliferaci VSMC 
a zvyšuje tak tvorbu neointimy (Takaoka et al., 2009). PVAT působí i vasokonstrikčně 
prostřednictvím produkce superoxidů a následné aktivace tyrosin kinázové 
a MAPK/ERK kaskády (Gao et al., 2006). PVAT takto přispívá k rozvoji hypertenze 
asociované s obezitou.   
3.1.4 Epikardiální tuková tkáň 
Epikardiální tuková tkáň (EAT) je druhem PVAT. EAT se nachází na volné stěně 
pravé komory, na apexu levé komory, kolem síní a dále jde od povrchu epikardu 
do myokardu podél adveticie koronárních artérií a jejich větvení viz obr. 3 (Iacobellis et 
al., 2005). Hypertofie srdce úzce souvisí i s vyšším ukládáním EAT, na rozdíl od ischemie, 
která ukládání tuku nijak neovlivňuje (Corradi et al., 2004). Obecně na pravé části srdce 
dochází k vyššímu ukládání EAT.  Na pravé komoře je u žen zhruba 0,61 g tuku na gram 
19 
 
svalové tkáně, u mužů to je 0,48 g. Ovšem na levé komoře to je u žen 0,17 g a u mužů 
0,15 g tuku na gram svalu (Corradi et al., 2004). Tyto poznatky potvrzují i studie 
Iacobellis a kolektivu (Iacobellis et al., 2004). 
 
Obr 3: Lokalizace EAT na povrchu srdce (A) anteriorní pohled na normální srdce (210 g); (B) 
posteriorní pohled na normální srdce (210 g); (C) anteriorní pohled na hypertrofované srdce 
(900 g); (D) posteriorní pohled na hypertrofované srdce (900 g). Distribuce tuku je limitována 
atrioventrikulární a interventrikulárními rýhami nacházejících se podél hlavních koronárních 
větvení (A, B). Měřítko je 4 cm. (Iacobellis et al., 2005).  
 
3.2 Ateroskleróza 
Název pochází z řeckých slov athero (kaše) a skleros (tvrdost). Je charakterizována 
vznikem a hromaděním aterosklerotických plaků složených z lipidů, nekrotických jader, 
kalcifikovaných regionů, zanícené hladké svaloviny, endoteliálních buněk, buněk intimy 
a pěnových buněk (FC) vzniklých z makrofágů a dalších složek plaku (Hansson and 
Libby, 2006). Ze složení aterosklerotické léze (ateromu) vyplívá, že se na jeho vzniku 
podílí celá řada mechanismů. Přesný mechanismus vzniku však není stále zcela 
objasněn. Nejrozšířenější teorie tzv. response-to-injury, předpokládá zapojení 
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zánětlivých procesů (Yu and Rifai, 2000). Riziko vzniku aterosklerózy je ovlivněno řadou 
faktorů jako např. body mass indexem (BMI), krevním tlakem, hladinou celkového 
sérového cholesterolu a cholesterolu v lipoproteinech o nízké hustotě (LDL-C) atd. 
(Napoli et al., 1997). Ke vzniku a rozvoji ateromu nejčastěji dochází v oblasti 
koronárních tepen a karotid zásobujících krví srdce a mozek a tepen zásobujících krví 
dolní končetiny a ledviny (Stary et al., 1995). 
 
3.2.1 Patogeneze aterosklerózy 
Rozvoj aterosklerózy by se dal shrnout a rozdělit do několika bodů. (viz. Obr. 4) 
 Dysfunkce endotelu; vznik tzv. tukových proužků v cévní stěně; tvorba 
pěnových buněk 
 Kumulace tukových proužků do počátečních ateromů; hyperplazie 
intimy. 
 Tvorba fibroateromu díky zvýšené produkci vaziva;  pokračující 
migracce VSMC do vnitřních oblastí cév a jejich proliferace. V tomto 
stádiu již dochází ke komplikacím spojených s nedostatečných krevním 
zásobením (angina pectoris). 
 Ruptura fibroateromu, v jehož důsledku dochází ke vzniku trombu a ucpání 
cév s následnou  ischemií zasaženého orgánu  





Obr. 4 Fáze rozvoje aterosklerózy podle (Bäck, 2009)   
Obvykle k prvním známkám rozvoje ateromu dochází v místech, kde jsou cévy 
silněji namáhány, v důsledku čehož může dojít k narušení funkce endotelu a  rozvoji 
zánětlivých ložisek. Endotel tvoří vnitřní výstelku cév. Přestože je tvořen jen jednou 
vrstvou buněk, je vysoce specializovaný a důležitý pro správné fungování cév. Tvoří 
důležité rozhraní mezi krví a ostatními vrstvami cév. Endotel produkuje řadu látek 
ovlivňujících např. cévní tonus, proliferaci buněk hladkého svalstva cév (VSMC), 
transendoteliální migraci leukocytů, buněčnou adhezi a v neposlední řadě má vliv i na 
trombolytickou balanci (Chhabra, 2009).  Buňky endotelu se aktivují v důsledku 
oxidativního stresu způsobeného například: kouřením, dyslipidemií, hypertenzí 
nebo diabetem (Badimon and Vilahur, 2012; Chhabra, 2009). Aktivované endotelové 
buňky lokálně produkují řadu růstových faktorů a prozánětlivých cytokinů uplatňujících 
se v průběhu rozvoje aterosklerózy (Lee and Liles, 2011). Ve zkratce se tyto biologicky 
aktivní látky podílejí na dějích spojených se zánětlivou reakcí ve stěně cévy a zahrnují 
např. migraci monocytů do místa zánětu, stimulaci proliferace, fenotypový přesmyk 
VSMC z kontraktilního na proliferačně-migrační a ukládání kolagenu a jiných proteinů 
ECM, které vedou k tvorbě fibrózní čepičky (Shah et al., 1995). Přičemž právě ruptura 
této struktury může vyústit v trombózu. Jak se zdá jsou v tomto procesu zapojeny MMP, 
jež rozrušují strukturu kolagenu a glykosaminoglykanů (Shah et al., 1995). 
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První známky rozvoje aterosklerózy začínají ukládáním lipidových depozitů 
a infiltrací lipidy obsahujících makrofágů do subendoteliálního prostoru velkých cév (Li 
and Mehta, 2000). Cirkulující monocyty (MC) jsou tvořeny silně heterogenní populací 
buněk. Infiltrace MC do stěny cév je považován za jeden z iniciálních kroků k dalšímu 
rozvoji ateromu. Jejich adheze na stěny cév je zprostředkována mimo jiné 
prostřednictvím např. monocytárního chemostraktivního proteinu (MCP-1) a adhezních 
molekul, jako je E-selektin, intercelulární adhezní molekuly 1 (ICAM-1) a vaskulární 
buněčně adhezivní molekuly 1 (VCAM-1) (Li and Mehta, 2000). Monocyty se následně 
diferencují na dendritické buňky (DC), makrofágy (MF) a pěnové buňky (FC) a podílejí 
se na fagocytóze jak poškozených buněk a jejich částí, tak i různých látek jako například 
a například oxidované formy LDL (oxLDL).  
V další fázi rozvoje dochází k fenotypovému přesmyku VSMC. Za normální situace 
se VSMC podílejí na regulaci průsvitu cév a tedy i průtoku krve. Při zánětlivých 
procesech dochází k přepnutí na proliferační stav, kdy se VSMC buňky množí a migrují 
do vnitřních vrstev cév (Schachter, 1997; Schwartz, 1997).  Výsledkem je hyperplázie 
intimy spojená i s proliferací fibroblastů a dalším ukládáním lipidů. Studie rovněž 
přikládaly význam trombocytům a jimi produkovaným působkům v patogenezi 
aterosklerózy (Projahn and Koenen, 2012). Mezi prozánětlivé látky produkované 
krevními destičkami patří například růstové faktory, lipidy (tromboxany) a ADP 
(adenosin difosfát) (Dovizio et al., 2014). Účinky tromboxanů, působí vasokonstrikčně 
a stejně jako ADP podporují agregaci destiček. Růstové faktory stimulují např. dělení 
fibroblastů, VSMC a řady imunologicky působících buněk podílejících se na růstu 
ateromu. (Molero et al., 2003). 
V důsledku ztluštění cévních stěn se v průběhu rozvoje aterosklerózy objevují 
fyzicky znatelné problémy, jako je angína pectoris, kdy dochází k nedostatečnému 
zásobení srdce krví, potažmo nedostatečnému okysličení. K tomu dochází v důsledku 
nedostatečné průchodnosti koronárních tepen. Případně může dojít k úplnému 
zneprůchodnění, jako v případě infarktu myokardu, kdy po ruptuře aterosklerotického 
plaku dojde k vytvoření trombu a následnému ucpání cévy majícího za následek vznik 
ischemie v místě zásobení.  
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Ač se může zdát, že jsou mechanismy vzniku a rozvoje choroby jsou dostatečně 
známy, není tomu tak.  Stále se objevují nové informace vedoucí k objasnění vzniku 
a rozvoje onemocnění.  
 
3.2.1.1 Zánětlivé procesy 
Zánětlivé procesy prolínají celý proces tvorby aterosklrotického plaku a akcelerují 
jej. V počátečních fázích hrají důležitou roli působky, jako je např. C-reaktivní protein 
(CRP), nebo MCP-1, které mohou být produkovány řadou buněčných typů včetně 
neimunitních buněk cév. Tyto látky spolu s adhezivními molekulami atrahují monocyty, 
jež dále zvyšují produkci prozánětlivých látek, diferencují se a dále produkují 
prozánětlivé cytokiny.  Tyto cytokiny se podílejí na remodelaci vaskulárních buněk 
a expresi vzor rozpoznávajících receptorů (PRR), včetně scavengerových receptorů 
a Toll-like receptorů (TLR). PRR receptory makrofágů slouží k fagocytóze 
mikroorganismů a v tomto případě se uplatňují při fagocytóze oxLDL. V důsledku čehož 
může docházet k transformaci MC na FC. OxLDL v pozdní fázi diferenciace monocytů 
vede k produkci fenotypově zralých DC. To přispívá k zapojení specifické imunity do 
rozvoje aterosklerózy (Perrin-Cocon et al., 2001). MF a adipocyty na sebe vzájemně 
mohou působit, aktivovat se a indukovat prozánětlivý fenotyp viz obr. 5. 
V neposlední řadě jsou to krevní destičky (trombocyty) podílející se na zánětlivých 
procesech v cévách. Mimo to jsou velice důležité pro hemostatické procesy a při 
formování trombu. Produkují řadu mediátorů ovlivňujících okolní buňky, hlavně 
leukocyty, které pak mohou aktivovat. Patří mezi ně P-selektin, jenž může být považován 
za marker aktivace trombocytů, potažmo možných vaskulárních komplikací (Kisucka et 
al., 2009). Zvyšuje koagulační aktivitu indukcí leukocyty derivovaných mikropartikulí 
a také aktivitu integrinů produkovaných leukocyty (Kisucka et al., 2009). Zvyšuje 
i kalcifikaci plaku (Burger and Wagner, 2003). Trombin produkovaný trombocyty 
aktivuje další buňky a stimuluje produkci dalších cytokinů jako např. IL-1 aktivovanými 
MF (Jones and Geczy, 1990), nebo stimuluje degranulaci a produkci histaminu u žírných 




 Obr. 5 Znázornění zánětlivých procesů v TT. V raných stádiích obezity dochází k hypertrofii 
adipocytů z důvodu přejídání (i). Nedávné důkazy naznačují, že zvýšené metabolické napětí, jako 
je ER stres, hypoxie a oxidativní stres snižují aktivitu MKP-1 (MAPK fosfatáza 1), které se podílí 
na indukci zánětlivých změn v adipocytech během jejich hypertrofie. V pokročilých stádiích 
obezity různé druhy stromálních imunokompetentních buněk (neutrofily, T-lymfocyty, MF) 
infiltrující TT obézních jedinců (ii), čímž zvyšují zánětlivé změny prostřednictvím vzájemného 
působení adipocytů a makrofágů (iii). Například makrofágy produkovaný TNF-α indukuje 
uvolňování nasycených mastných kyselin z adipocytů liplýzou a volné mastné kyseliny působí na 
MF prostřednictvím TLR4. Takto se může vytvořit smyčka indukující zánětlivé procesy v MF. 
Vzájemné působení MF a adipocytů se tak dále upevňuje a zánět se zhoršuje. Nedávné důkazy 
také poukazují na různorodost MF v TT. MF mohou být aktivovány klasickou cestou na M1 MF 
(prozánětlivé), nebo alternativní cestou aktivované M2, působící spíše protizánětlivě. Infiltrující 
MF vykazují fenotypové změny ve směru z M2 na M1 u obézní TT, čímž se zánětlivé kaskády 
akcelerují. TNF-R – TNF receptor, CCR2 – C-C chemokinový receptor typ 2 (receptor pro MCP-1) 
(Suganami and Ogawa, 2010) 
 
 Všechny tyto ale i další buňky různých typů působí prostřednictvím produkce 
a uvolňování řady cytokinů. VSMC a endoteliální buňky produkují TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8 
a IL-15, endoteliální buňky navíc produkují i IL-3, GM-CSF, G-CSF a M-CSF stimulující 
proliferaci hematopoetických buněk (Tedgui and Mallat, 2006). MF produkují velkou 
řadu cytokinů a chemokinů. Mezi prozánětlivé jimi produkované cytokiny se řadí TNF-α, 
IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, a IL-18 a protizánětlivé IL-10, TGF-β a IL-32, relativně nedávno 
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objevený cytokin působící prostřednictví NF-κB a p38 MAP kinázové kaskády (Kim et al., 
2005). Mezi chemokiny jimi prodované můžeme zařadit MCP-1, MCP-4, IL-8, migraci 
inhibující faktor a další (Weber et al., 2004). 
 
3.2.2 Rizikové faktory 
Rizikovými faktory aterosklerózy označujeme určité charakteristiky spojené 
s vyšším rizikem vzniku a rozvoje onemocnění. Rizikové faktory aterosklerózy je možné 
 z praktického hlediska rozčlenit na rizikové faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné. 
Neovlivnitelné rizikové faktory jsou takové, se kterými se jedinec rodí, nebo k nim 
v průběhu života dospěje. Mezi takovéto faktory lze řadit například věk, pohlaví nebo 
rodinný výskyt předčasného aterosklerotického onemocnění.  
Existuje však celá řada rizikových faktorů, které ovlivnit lze. Mezi nejdůležitější 
ovlivnitelné faktory patří zejména: porucha metabolismu tuků (hyperlipoproteinémie), 
oxidativní stres způsobený kouřením cigaret, hypertenze nebo diabetes.  
Stručnou charakteristikou a významem některých rizikových faktorů pro vznik 
a rozvoj aterosklerózy se budeme věnovat v následujícím textu. 
 
3.2.2.1 Oxidační stres 
Oxidační stres je podmíněn přítomností zvýšeného množství škodlivých kyslíkových 
radikálů (ROS). Za normálních okolností jsou ROS z těla rychle eliminovány účinkem 
antioxidačních systémů. Vlivem rizikových faktorů, jakými jsou kouření, obezita, 
hypercholesterolémie, nedostatek pohybu, přítomnost metabolického syndromu nebo 
stárnutí, jsou účinky antioxidačních systémů těla oslabeny. Čím více rizikových faktorů 
se uplatňuje, tím je větší pravděpodobnost, že kardiovaskulární systém bude poškozen 
volnými radikály.   
Řada studií prokázala, že právě oxidační stres se významně podílí na vzniku 
aterosklerózy. ROS zprostředkovávají různé signální dráhy, které jsou základem zánětu 
cév v aterogenezi od zahájení vývoje lipidových pásů, přes tvorbu lézí až ke konečné 
ruptuře plátu (Madamanchi et al., 2005). Významná je zejména oxidace LDL částic 




V krevním oběhu se nachází řada typů lipidových struktur. Lipoproteiny jsou 
makromolekulární sloučeniny proteinů s navázanou lipidovou složkou, jejichž hlavní 
funkcí je transport ve vodě nerozpustných lipidů krví. Lipoproteiny lze rozdělit podle 
řady hledisek. Například podle obsahu lipidů, který přímo určuje jejich hustotu, lze 
lipoproteiny rozdělit do pěti základních frakcí: na lipoproteiny s velmi nízkou hustotou 
(VLDL), lipoproteiny se střední hustotou (IDL), lipoproteiny s nízkou hustotou (LDL) 
lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL) a lipoproteiny s velmi vysokou hustotou (VHDL 
nebo též chylomikrony).  Jednotlivé frakce se liší svou úlohou při transportu lipidů.  
Stanovení lipoproteinových frakcí v krevní plasmě má pak velký význam pro 
diagnostiku řady chorob. 
LDL (low density lipoprotein) zvyšuje progresi onemocnění a bývá považován 
za rizikový faktor pro rozvoj kardiovaskulárních chorob (Badimon and Vilahur, 2012). 
Zejména v oxidovaných formách (oxLDL) hraje kritickou roli v iniciaci, progresi 
a stabilitě aterosklerotického plaku a to prostřednictvím makrofágů, jež tyto molekuly 
fagocytují a stávají se pěnovými buňkami. Oxidovaný LDL se však také uplatňuje 
jako signální molekula v rozvoji zánětu (Shao et al., 2012).  
Naopak HDL (high density lipoprotein) je považován za antiaterogenní. Studie 
prokázaly, že čím nižší je hladina HDL, tím vyšší je riziko rozvoje aterosklerózy 
a hemoragických příhod (Badimon and Vilahur, 2012). Měření hladiny HDL-cholesterolu 
v krvi je proto velmi důležité pro posouzení celkového rizika vzniku aterosklerózy. 
 Hladinu HDL-cholesterolu významně snižují známé proaterogenní rizikové faktory 
zmínění již dříve. Hladina HDL-cholesterolu je ovlivněna hladinou estrogenu a je tedy 
vyšší u žen než u mužů. To je také jeden z důvodů, proč se kardiovaskulární onemocnění 
u žen vyskytují až po menopauze a ve vyšším věku než u mužů (Ahmad et al., 2013). 
Jak LDL, tak HDL patří mezi lipoproteiny bohaté na cholesterol. Při posuzování 
hladiny krevních lipidů na míru rizika rozvoje aterosklerózy je však poměr mezi 
celkovým cholesterolem a HDL-cholesterolem lepším ukazatelem rizika, než hladina 




Diabetes vzniká v důsledku nedostatku inzulinu nebo jeho nedostatečné účinnosti. 
Onemocnění je charakterizováno zejména přítomností hyperglykémie. Jedná-li 
se o diabetes 1. typu, jehož podstata je autoimunitní, slinivka inzulin neprodukuje nebo 
jej produkuje v omezeném množství, neboť vlastní imunitní systém sám ničí beta-buňky. 
V případě častěji se vyskytujícího diabetu 2. inzulin slinivkou produkován je, ale citlivost 
tkání těla k tomuto inzulinu je snížená.  
Závažnost diabetu jako rizikového faktoru pro vznik aterosklerózy je dána i tím, 
že současně s diabetem se obvykle vyskytují i další rizikové faktory jakými jsou 
například obezita, hypertenze, zvýšený oxidační stres nebo dyslipidemie. Hyperglykémie 
způsobuje mimo jiné oxidativní stres zvýšenou produkcí ROS a zvyšuje neenzymatickou 
glykaci proteinů (Brownlee, 2001, 2000; Wolff et al., 1991). Glykace způsobuje změny 
vlastností proteinů, což poškozuje tkáně včetně cév pojivové tkáně. Inzulinová 
rezistence přítomná u diabetu typu 2. pak rovněž úzce souvisí s hypertenzí, obezitou 
(zejména viscerální), dyslipidémií (vysoké hladiny triglyceridů, nízké HDL), endoteliální 
dysfunkcí a hyperinzulinémií (DeFronzo, 2010). Diabetes 2. typu mimo jiné ovlivňuje 
s produkcí adipokinů. Adiponektin snižuje incidenci diabetu, naopak prozánětlivé látky 
produkované TT při obezitě, jako je IL-6 nebo TNF-α zvyšují inzulinovou rezistenci 
a potencují rozvoj diabetu (DeFronzo, 2010; Luft et al., 2013).  
Jak diabetes typu 1, tak diabetes typu 2 vyvolávají chronický zánět podílející se na 
rozvoji aterosklerózy (Luft et al., 2013; Stehouwer et al., 2002). Dokonce i dlouhodobě 
mírně zvýšené hodnoty glykovaného hemoglobinu (HbA1C) u osob bez diabetu, 
akcelerují rozvoj aterosklerózy (Drong et al., 2012). Možný mechanismus, jakým mohou 
dislipidemie a hypercholesterolemie spolu s inzulinovou rezistencí přítomné při diabetu 
přispívat ke vzniku zánětlivých procesů je zobrazen na obr. 6 (Kanter et al., 2007; 





Obr. 6:  Možný mechanismus působení dislipidemie, hypercholesterolemie a inzulinové 
rezistence na vznik zánětlivých procesů. Volné mastné kyseliny navázané na koenzymu A 
(FACoA) aktivují IκB kinázu (IKK), která sama o sobě inhibuje působení IRS-1, potažno 
inzulinem aktivovanou signalizační kaskádu. Zároveň dochází v důsledku působení IKK 
k foforylaci a tím inaktivaci IκB a tím aktivaci NFκB, který se dostává do jádra a působí jako 
transkribční faktor pro zánětlivé cytokiny, růstové faktory a iNOS. Produkty těchto genů také 
zpětnovazebně ovlivňují IRS-1, čímž prohlubují inzulinovou rezistenci. Expresí prozánětlivých 
genů a růstových faktorů dochází k rozvoji zánětu a buněčné proliferace, jež přispívají 
k ateroskleroze. Převzato z (DeFronzo, 2010)   
Je známo, že diabetes přispívá k rozvoji dysfunkce endotelu. Vlivem diabetu dochází 
ke zvýšené expresi endoteliálních VCAM-1 (adhezivní molekuly buněk cév 1), 
P-selektinu a E-selektinu a VCAM-1 a ICAM-1 (intracelulární adhezní molekuly 1) 
v hladké svalovině intimy (Booth et al., 2002; Le et al., 2013; Ribau et al., 1999). Zvýšená 
exprese adhezivních molekul přispívá ke zvýšené infiltraci MF a lymfocytů, které dále 
stimulují zánět a růst ateromu (Renard et al., 2004). K rozvoji dysfunkce endotelu 
přispívá rovněž fakt, že hyperglykémie spolu s ROS inhibuje ERK-5 (extracelulární 
signálem regulovaná kináza) prostřednictvím aktivace p90RSK (p90 ribozomální S6 
kináza) (Le et al., 2013) ERK-5 snižuje expresi adhezivních molekul a adhezi 
imunokompetentních buněk k povrchu endotelu (Le et al., 2013). Vysoké hladiny cukru 
v krvi dále mimo jiné vyvolávají zvýšenou PKA-dependentní fosforylaci Hsp90α (heat 
shock protein 90 α), v důsledku čehož dochází ke snížení aktivity eNOS (Lei et al., 2007). 
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Hyperglykemie tak působí snížení produkce NO endotelem. NO v cévách působí silně 
vasorelaxačně, inhibuje chemotaxi leukocytů a adhezi trombocytů (Napoli et al., 2006). 
3.2.2.4 Hypertenze 
Hypertenzí je označován stav, kdy je dlouhodobě zvýšený krevní tlak 
nad 140/90 mmHg. Jedná se o velmi komplexní onemocnění vyvolané řadou 
mechanismů. Vysoký krevní tlak způsobuje zvýšené napínání cév, v  důsledku čehož 
dochází k namáhání endotelu vyvolávající jeho dysfunkci a rozvoj zánětu. Jak je již 
zmíněno výše, dysfunkce ET indukuje změny v produkci bioaktivních látek ovlivňujících 
cévní tonus, proliferaci VSMC, migraci leukocytů v důsledku produkce adhezivních 
molekul a produkci řady prozánětlivých cytokinů (Badimon and Vilahur, 2012; Chhabra, 
2009; Lee and Liles, 2011).  
Proaterogenně působí rovněž oba důležité mechanismy podílející se na rozvoji 
hypertenze - tj.  renin-angiotenzinový systém (RAS) a endotelinový systém (ET) (Dhaun 
et al., 2008; Rautureau and Schiffrin, 2012; van Vark et al., 2012). ET systém je tvořen 
třemi účinnými vasokonstrikčními peptidy, ET-1, ET-2 a ET-3, působícími 
prostřednictvím receptorů spřažených s G-proteiny, ETA a ETB receptory (Gomez 
Sandoval et al., 2014). Hladiny ET-1 v plazmě korelují s mírou rozvoje aterosklerózy 
(Lerman et al., 1991). ET-1 zvyšuje fibrotizaci cév skrze zvýšenou expresi růstového 
faktoru pro pojivové tkáně (CTGF). Mimo to se ET-1 podílí na zvýšené proliferaci 
a migraci VSMC skrze stimulaci produkce PDGF (Gomez et al., 2007; Yang et al., 1999) 
a stimulaci aktivity některých matrixových metalo proteáz (MMP) (Felx et al., 2006; Wu 
et al., 2012).  
Systém RAS úzce souvisí s poruchami ledvin; ledviny jako odpověď na nedostatek 
tekutin zvyšují produkci reninu, který rozštěpí a aktivuje angiotensinogen 
na angiotensin I (Ang I). Ang I je dále prostřednictvím angiotensin-konvertujícícho 
enzymu, případně chymázy, měněn na aktivnější Angiotensin II (Ang II) působící 
prostřednictvím AT1 a AT2 receptorů (Taal and Brenner, 2000). Ang II stejně jako ET-1 
zvyšuje produkci CTGF (Rodriguez-Vita et al., 2005). Navíc RAS snižuje produkci 
adiponektinu (Furuhashi et al., 2003). Ang II pak rovněž vyvolává zvýšení oxidačního 
stresu produkcí ROS, zvyšuje proliferaci VSMC (Li et al., 2010; Song et al., 2013), podílí 
na zvyšování produkce adhezivních molekul VCAM-1 v buňkách cév (Tummala et al., 
1999) a změnách v produkci chemokinů (Gu et al., 1998) a cytokinů jako např. IL-8 
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(Brasier et al., 2000; Guo et al., 2011; Kim et al., 2008). Výsledkem je rozvoj dysfunkce 
endotelu a VSMC. Ang II ovlivňuje také produkci MMP-2 čímž může destabilizovat 
aterosklerotický plát (Walter et al., 2008). V klinice praxi se pro blokování RAS využívají 
často inhibitory angiotensin-konvertujícího enzymu (ACE) (Rutherford et al., 1994; 
Yusuf et al., 1992). U experimentů na modelových zvířatech bylo prokázáno, 
že inhibitory ACE značně snižují aterogenezi (Hayek et al., 1999, 1998; Charpiot et al., 
1993; Chobanian et al., 1990).   
3.2.2.5 Pohlavní hormony 
Několik studií prokázalo, že androgeny in vivo i in vitro zvyšují expresi 
proaterogenních faktorů (McCrohon et al., 1999; Nheu et al., 2011). Na druhou stranu 
se ukazuje, že i nízké endogenní hladiny testosteronu jsou spojeny s aterosklerózou 
karotid u mužů ve středním věku, a že tento vztah je nezávislý na tradičních rizikových 
faktorech kardiovaskulárních onemocnění (Mäkinen et al., 2005; Muller et al., 2004).  
 Naopak estrogeny jsou považovány za protektivní v rozvoji kardiovaskulárních 
chorob. Estrogeny snižují progresi aterosklerózy částečně prostřednictvím změn 
v plazmatických lipidech a lipoproteidech, jak již bylo dříve zmíněno. 
U postmenopauzálních žen může estrogenová terapie předcházet rozvoji aterosklerózy 
(Hodis et al., 2001), avšak u rozvinuté choroby již nemá takový význam (Hodis et al., 
2003). Dalším z pozitivních aspektů estrogenů je jejich schopnost redukovat proliferaci 
VSMC, jež je velmi zásadní v rozvoji aterosklerózy a restenózy (Ueda et al., 2013). 
 
3.3 Role VSMC v rozvoji aterosklerózy  
Funkční role VSMC v ateroskleróze zahrnují: (1) fenotypový přesmyk 
(z kontraktilního fenotypu na syntetický stav), migrace a proliferace; (2) tvorbu 
extracelulární matrix; (3) exprese prozánětlivých genů a oxidační stres. 
3.3.1 Fenotypový přesmyk, migrace a proliferace 
Řada studií prokázala význam fenotypového přesmyku VSMC pro rozvoj 
aterosklerózy (Davis-Dusenbery et al., 2011; Wang et al., 2009). V medii mají VSMC 
kontraktilní funkci a jsou důležité pro regulaci tonu cév. Za určitých okolností však může 
docházet k fenotypovému přesmyku z kontraktilního na proliferativní fenotyp, 
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kdy buňky začnou migrovat do intimy, kde proliferují a podílí se na produkci 
extracelulární matrix a tvorbě fibrózní čepičky (Ross, 1999). Během fenotypového 
přesmyku se mění i genová exprese VSMC díky čemuž jsou pak do prostředí uvolňovány 
látky působící chemoatraktivně na jiné buněčné typy.  
Řada adipokinů uvolňovaných TT ovlivňuje proliferaci a migraci VSMC 
a v kombinaci s volnými mastnými kyselinami se rizika spojená s VSMC dysfunkcí ještě 
zhoršují (Lamers et al., 2011). Naopak adiponektin (u obézních jedinců je produkován 
v nižším množství) proliferaci VSMC snižuje a působí antiaterogenně.. Jedním 
z proaterogenních adipokinů ovlivňujících migraci a proliferaci VSMC je VEGF 
(Grosskreutz et al., 1999). MCP-1 pak působí chemoatraktivně nejen 
na imunokompetentní buňky, ale i na VSMC a stimuluje jejich migraci (Ma et al., 2007). 
Podobně jako MCP1, i IL-8 působí v konečném důsledku jako mitogen VSMC (Yue et al., 
1994). Proliferaci VSMC však ovlivňuje i celá řada dalších buněčných produktů např. 
růstový faktoru fibroblastů-2 (Lewis et al., 2001), ET-1 potenciovaný Ang II 
a serotoninem (Watanabe et al., 2001). V neposlední řadě proliferaci a migraci stimulují 
parakrinně působící látky uvolňované ve větší míře z apoptotických VSMC (Yu et al., 
2011). Dysfunkční VSMC rovněž zvyšují produkci adhezních molekul, jako je ICAM-1, 
VCAM-1, fractalkine interagujícími s monocyty (Lamers et al., 2011).  
Dalším významným stimulátorem jak migrace, tak i proliferace VSMC je 
oxidovaný HDL (ox-HDL). Ox-HDL indukuje oxidázovou aktivitu NADPH a produkci ROS. 
Inhibice této aktivity a produkce ROS snižuje i proliferaci a migraci VSMC. (Wang et al., 
2013). V proliferaci, i v migraci VSMC ovšem hraje důležitou roli např. i PDGF (Kohno et 
al., 2013; Usui et al., 2013).  
 
3.3.2 Tvorba extracelulární matrix 
Více než polovina ateroslerotického plaku je tvořena právě extracelulární matrix 
(ECM). Tvoří ji většinou kombinace makromolekul, jako je kolagen, proteoglykany, 
elastin, laminin, fibronektin, vibronektin a trombospodin. Každá z těchto komponent 
se vyznačuje svou strukturní vlastností, jež determinuje její roli v rozvoji plaku. Navíc 
se ECM uplatňuje při migraci, proliferaci a diferenciaci buněk.  
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ECM je mimo jiné produkován aktivovanými formami VSMC (Galis and Khatri, 
2002). Při apoptóze VSMC v důsledku zánětu, nebo jiného poškození, dochází ke zvýšené 
produkci kolagenu v živých VSMC prostřednictvím parakrinního působení látek 
uvolňovaných apoptotickými buňkami (Yu et al., 2011). Při dysfunkci endotelu může 
docházet ke snížení produkce NO, což vyvolává zvýšenou tvorbu kolagenu I a III 
ve VSMC (Myers and Tanner, 1998). Také působení TGF-β zvyšuje tvorbu ECM ve VSMC 
(Rasmussen et al., 1995). Fibrotizace je úzce spojována s hypertenzí. Cévy jsou jednak 
namáhány zvýšeným prouděním krve a dochází tak k aktivaci VSMC a endotelu a pak je 
produkce ECM ovlivněna i prostřednictvím Ang II a ET-1 (Ammarguellat et al., 2002; 
Newby, 2005; Touyz, 2005). Ang II působí mimo jiné skrze stimulaci tkáňových 
inhibitorů MMP, v  důsledku čehož dochází ke snížení aktivity MMP a vyšší fibrotizaci 
(Castoldi et al., 2003) . 
Matrixové metalo proteázy (MMP) produkovány SMC a MF jsou endopeptidázy, 
které naopak odbourávají a remodelují ECM. MMP se v buňkách cév vyskytuje asi 26 
typů (Louis and Zahradka, 2010). Vlivem působení MMP může docházet až k rupturám 
plaku, tvorbě trombu a následnému ucpání cév. Produkce MMP se rovněž ovlivňuje 
migraci VSMC (Wang et al., 2004; Yao et al., 2004). Podobně jako u produkce ECM, 
 i k jejímu odbourávání prostřednictvím MMP dochází během zánětlivých procesů 
a v důsledku autokrinního a parakrinního působení bioaktivních látek (Shah et al., 
1995). Ke zvýšené produkci MMP-1,-3 a -9 dochází působením prozánětlivých látek na 
VSMC, jako je IL-1, IL-4, IL-6, TNF-α nebo růstové faktory VEGF a PDGF (Kusano et al., 
1998; Lee et al., 1995; Wang and Keiser, 1998). Produkce dalších MMP je zvyšována 
působením např. ET-1 (Felx et al., 2006; Wu et al., 2012). 
 MMP se mohou podílet i na přepnutí VSMC do proliferativního stavu 
prostřednictvím narušením bazální membrány, na kterou diferencované VSMC nasedají. 
VSMC a mohou proliferovat a migrovat do intimy. Navíc narušením kompaktní struktury 
ECM dochází k ukládání lipidů do těchto membrán a tím i k progresi nemoci (Newby, 
2005). Některé MMP dokonce sami o sobě produkují volné kyslíkové radikály, jež dále 




3.3.3 Exprese prozánětlivých genů a oxidační stres 
Běžně v nijak nepozměněných buňkách hladkého svalstva cév nedochází 
k zásadní expresi genů prozánětlivých látek ani významné produkci kyslíkových 
radikálů způsobujících oxidační stres. V důsledku porušení cév mechanicky, či 
zánětlivým procesem dochází k indukci apoptózy nebo jiné formě buněčné smrti. VSMC 
při apoptóze způsobené prostřednictvím Fas –FasL interakce dochází k indukci exprese 
genu pro MCP-1 a IL-8, který se mimo jiné také funguje jako chemoatraktant pro  
masivní imigraci makrofágů (Schaub et al., 2000). 
 Také vzrůstající věk a s ním související vzrůstající míra oxidačního stresu je 
důležitým faktorem indukujícím produkci řady prozánětlivých cytokinů. S věkem 
se zvyšuje sekrece prozánětlivých cytokinů jako jsou např. MCP-1, TNFα, IL-6, IL-1β 
(Csiszar et al., 2012) nebo  IL-1α (Yu et al., 2011).  
 
3.4 Látky produkované tukovou tkání  
Jak je již v předchozích kapitolách zmíněno, tuková tkáň produkuje řadu biologicky 
aktivních látek. Tyto látky mohou ovlivňovat řadu procesů jako například glukózový 
metabolismus (adiponektin, rezistin, atd.), metabolismus lipidů (lipoproteinová lipáza, 
perilipin, atd.), zánět (adiponektin, MCP-1, TNF sloha, IL6, atd.), krevní tlak 
(angiotenzinogen, angiotenzin II) a další děje (Hajer et al., 2008). Kromě modulace 
zánětu mohou adipokiny rovněž ovlivňovat migraci a proliferaci VSMC a přispívat 
tak k rozvoji proliferativních cévních onemocnění (Lamers et al., 2011; Schlich et al., 
2013). Následující text je zaměřen na stručné přiblížení některých významných 
adipokinů.  
 
3.4.1 Interleukin – 6 
Interleukin – 6 (IL-6) je multifaktoriální prozánětlivý cytokin, který má 
v glykosylované formě 21 - 28 kDa a obsahuje typický svazek čtyř helixů, 
charakteristický pro celou IL-6 rodinu cytokinů (Scheller et al., 2011). Uplatňuje se jako 
významný faktor akutní fáze. IL6 je sekretován mnoha buněčnými typy včetně 
imunitních buněk, fibroblastů, buněk endotelu, kosterních svalů nebo tukové tkáně. 
(Mohamed-Ali et al., 1998). Jeho produkce je přísně regulována, ale přesto je v nízkých 
hladinách exprimován i u zdravých jedinců (Abeywardena et al., 2009). Zvýšená hladina 
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IL-6 je asociovaná s řadou chorob spojených s chronickým zánětem, jako je 
ateroskleróza, infarkt myokardu nebo diabetes 2. typu (Abeywardena et al., 2009). 
U obézních jedinců je IL6 produkován ve zvýšené míře, avšak zhubnutím lze hladiny IL-6 
účinně snižovat (Manco et al., 2007). Samotný IL-6 může zvyšovat infiltraci tukové tkáně 
MF a ukládání lipidů do TT prostřednictvím aktivace MAPK kaskád (Zhang et al., 2012). 
 
3.4.2 Interleukin – 8 
Interleukin – 8 (IL-8) patří mezi chemoatraktivní cytokiny. Má nízkou molekulovou 
hmotnost, kolem 8 kDa. Typicky je produkován v zánětlivých ložiscích, kam atrahuje 
imunokompetentní buňky. Dochází tak k jejich koncentrování v místě zánětu (Schaub et 
al., 2000).  
IL-8 přenáší svůj signál do buňky prostřednictvím receptorů spřažených 
s trimerními G-proteiny. G-proteiny aktivované kaskády zvyšují permeabilitu cév, 
shlukování E-selektinů, takže dochází k adhezi imunokompetentních buněk, hlavně 
monocytů, na stěny cév (Schraufstatter et al., 2001).  Toto je jedna z možností jak může 
IL8 přispívat k růstu ateromu. Ke zvýšené produkci IL-8 dochází také v důsledku 
působení oxLDL na endotel cév a VSMC a v důsledku působení Ang II (Kim et al., 2008; 
N’Guessan et al., 2009; Ryoo et al., 2004).  
Produkce IL-8 je vyšší spíše u obezity abdominální, kde je zvýšené množství 
viscerálního tuku (Bruun et al., 2004). Vzhledem k tomu, že je uvolňován do plazmy, lze 
ho použít jako relativně snadno sledovatelný marker pro kardiovaskulární choroby. 
 
3.4.3 Monocytární chemoatraktivní protein – 1 (MCP-1) 
Podobně jako IL-8 i MCP-1 patří do rodiny chemokinů. Spojují je tedy některé 
vlastnosti jako je částečná podobnost v aminokyselinovém řetězci, nízká molekulová 
hmotnost, nebo jak z názvu vyplývá schopnost atrahovat další buňky do místa zánětu. 
Je produkován řadou typů tkání, včetně tukové. Ve větší míře je produkován 
ve viscerální TT ve srovnání se subkutánní TT. Některé práce pak nasvědčují, 
že produkce MCP1 v TT může být spojena spíše s infiltrací a produkcí 
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MCP-1 v makrofázích, než aby množství MCP-1 záviselo na množství tukové tkáně jako 
takové (Bruun et al., 2005).  
MCP-1 působí výrazně proaterogenně. Jeho role chemoatraktantu pro monocyty je 
v počátečních fázích rozvoje aterosklerózy klíčová. Studie Boring a kolektivu pak 
prokázala úlohu MCP1/CCR2 dráhy pro velikost aterosklerotické léze (Boring et al., 
1998).  Blokace této dráhy je důležitá pro prevenci rozvoje aterosklerózy. 
 
3.4.4 Vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF) 
Původně byl popsán jako důležitý růstový faktor pro angiogenezi nezbytnou pro 
růst tumorů, později se však ukázalo, že se podílí i na dalších chorobných stavech cév 
(Leung et al., 1989; Senger et al., 1983). VEGF působí proaterogenně a participuje rovněž 
na dějích souvisejících s angiogenezi, arteriogenezi, cerebrálním edémem, neurogenezí 
nebo  postischemických reparacích po cévních, srdečních a mozkových ischemiích 
(Greenberg and Jin, 2013).  
VEGF indukuje proliferaci endoteliálních buněk, zvyšuje buněčnou migraci 
a inhibuje apoptózu (Neufeld et al., 1999). Snižuje riziko trombo-embolických událostí 
(Ropert et al., 2011). Zvyšuje zrání MF v kostní dřeni a jejich uvolňování do periferní 
krve a urychluje ukládání aterosklerotických plaků v cévách (Celletti et al., 2001). 
Zvyšuje produkci NO (Kroll and Waltenberger, 1999), což na jednu stranu působí 
vasorelaxačně, na druhou stranu je však NO silným oxidačním činidlem.  
Vliv VEGF na kardiovaskulární choroby je stále diskutován. Některé práce podporují 
teorii, že VEGF urychluje destabilizaci plaku (Celletti et al., 2001; Lam et al., 2013; 
Papalambros et al., 2004), jiné práce naopak podporují tvrzení, že VEGF stabilitu plaku 
zvyšuje (Waltenberger, 2009). 
 
3.4.5 Adiponektin 
Relativně nedávno objevený 30kDa Acrp30 je sekretovaný exklusivně 
maturovanými adipocyty. Původně byl objeven u hibernantů, jakožto důležitý regulátor 
příjmu potravy (Scherer et al., 1995). Později byl přejmenován na adiponektin. Již od 
počátku bylo zřejmé, že adiponektin je důležitý regulátor metabolismu sacharidů 
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a lipidů (Scherer et al., 1995). Adiponektin zvyšuje inzulinovou senzitivitu. Přičemž 
existuje souvislost mezi hladinou adiponektinu, mírou obezity a inzulinovou rezistencí 
(Scherer et al., 1995). 
Na rozdíl o řady jiných adipokinů dochází k jeho snížení u obézních jedinců. Nízké 
hladiny korelují s vyšším rizikem rozvoje kardiovaskulárních chorob a metabolického 
syndromu. Při hubnutí se hladina adiponektinu naopak zvyšuje (Bahia et al., 2006; 
Matsuzawa et al., 2004). Adiponektin působí převážně protiaterogenně, (Goldstein and 
Scalia, 2004), protizánětlivě a jeho hladina negativně koreluje s rozvojem diabetu 
(Matsuzawa, 2005). Jeden z mechanismů, jimiž působí protizánětlivě je blokování 
signalizační kaskády TNF-α aktivující NFκB skrze cAMP dependentní dráhu (dochází 
k inhibici fosforylace IκB) (Ouchi et al., 2000). Mezi další mechanismy protiaterogenního 
působení je inhibice syntézy IL-8 (Kobashi et al., 2005) nebo snížení tvorby pěnových 
buněk snížením vychytávání lipidů makrofágy (Ouchi et al., 2001). 
Jak je na schématu (Obr. 7) vidět, exprese adiponektinu je inhibována 
prozánětlivými faktory. Produkce adiponektinu se mimo jiné liší i v závislosti na pohlaví, 




Obr. 7: Schéma regulace exprese adiponektinu. Exprese adiponektinu je blokována řadou 
prozánětlivých procesů a signalizací stimulovaných mediátory jako je TNF-α, IL-6, IL-18. Tyto 
inhibiční kaskády vedou přes JNK a ERK1/2 dráhy, které mají hlavní roli v regulaci exprese 
adiponektinu. Oxidační stres inhibuje expresi IRAK-3 a aktivuje IRAK-1, který aktivuje aktivační 
protein 1 (AP-1) a snižuje produkci adiponektinu. Vysokotuková dieta indukuje obezitu, snižuje 
expresi adponektinu prostřednictvím zvýšené hladiny intracelulární protein kinázou A 
zprostředkovanou aktivaci CREB. Důkazy naznačují, že inzulín pozitivně reguluje expresi genu 
adiponektinu aktivací PPARγ prostřednictvím FoxO1 aktivity. Avšak inzulin a adiponektin 
koreluje negativně. FoxO1 zvyšuje expresi adiponektinu prostřednictvím interakce s C/EBP. 
Převzato a upraveno podle Shehzad et al. 2012 
 
3.4.6 Leptin  
Je 16kDa protein, který je produktem genu obezity (ob) (Zhang et al., 1994). Je 
uvolňován do krevního oběhu, kde se váže na leptin-vazebné proteiny. Ve větší míře je 
sekretován adipocyty u obézních lidí i zvířat v závislosti na jejich množství a objemu 
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(Margetic et al., 2002). Jeho produkce je ovlivňována řadou dalších biologicky aktivních 
látek. Zvýšení uvolňování stimulují například inzulin nebo glukokortikoidy (Margetic et 
al., 2002). Primární funkcí leptinu je patrně regulace energetické homeostáze a ukládání 
tuku.  Ke snížení hladiny leptinu v krvi dochází během hubnutí. Při poruchách příjmu 
potravy, jako je anorexie nervosa, může docházet až k patologickému snížení hladiny 
leptinu související s  poruchami fertility (Föcker et al., 2011). Podobně u chlapců a dívek 
s nedostatkem tukové tkáně dochází k opožděnému nástupu puberty (Weimann et al., 
1999). 
Leptin je často spojován s kardiovaskulárními poruchami, ať už jde o akutní 
případy, kdy například po infarktu myokardu dochází ke zvýšení hladiny leptinu 
(Gundala et al., 2012), nebo u chronických stavů, kdy působí potencionálně aterogenně. 
Při chronicky zvýšených hladinách může docházet k hypertenzi prostřednictvím 
aktivace ET systému (Trovati et al., 2014). Na druhou stranu jsou i studie, kde bylo 
sledováno, že leptin může zvyšovat tvorbu vasorelaxačního oxidu dusnatého (Agata et 
al., 1997; Aizawa-Abe et al., 2000). Leptin rovněž přispívá k tvorbě trombů (Bodary et 
al., 2005) a kromě hypertenze stimuluje rozvoj zánětu a oxidačního stresu (Koh et al., 
2008). Vysoké hladiny leptinu korelují s rozvojem diabetu 2. typu (Morioka et al., 2014) 
VSMC má také receptory pro leptin. Zvýšené hladiny leptinu tak mohou u VSMC 
ovlivňovat migraci, hypertrofii, proliferaci, produkci ROS nebo expresi metaloproteáz 
a to prostřednictvím aktivace řady intracelulárních kaskád, jako jsou JAK/STAT, 
PI3K/Akt, ERK 1/2, p38 MAPK, mTOR a RhoA/ROCK kaskády (Trovati et al., 2014). 
Leptin se tedy podílí na rozvoji řady poruch a stále jsou objevovány další poruchy 
spojené s jeho dysbalancí ať jde o příliš nízké, nebo vysoké hladiny a je tedy stále velmi 
aktuálním tématem pro výzkum.  
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4 Cíle diplomové práce 
Tuková tkáň je významným producentem parakrinně působících biologicky 
aktivních látek (adipokinů) uplatňujících se i v souvislosti s patogenezí aterosklerózy. 
Význam perivaskulární tukové tkáně byl v této souvislosti dlouhou dobu přehlížen. 
Z tohoto důvodu jsme při našich studiích využívali primární linie adipocytů získané 
izolací z viscerální, subkutánní a epikardiální tukové tkáně a dali si za cíl: 
 Přinést nové poznatky o produkci adipokinů v primárních liniích adipocytů 
v závislosti na původu a míře diferenciace. 
 V in vitro kokultivačních studiích sledovat  vliv adipokinů obsažených 
v kondiciovaných médiích získaných inkubací s primárními liniemi adipocytů 
různého původu a míry diferenciace na proliferaci buněk hladkého svalstva cév. 
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5 Metody a materiál 
5.1 Buněčné kultury 
Jako reprezentativní vzorky pro viscerální tuk byla použita renální tuková tkáň. 
Vzorky viscerálního a subkutánního tuku, byly odebírány výhradně ze zdravých dárců 
během tzv. příbuzenské transplantace ledvin. Vzorky epikardiální tukové tkáně (EAT) 
pocházely od pacientů, kterým bylo srdce explantováno v důsledku kardiomyopatie. 
Vzorky EAT byly odebírány konkrétně z oblasti pravé části u a.. coronalis, ramus 
cirkumflex a anteriorní descendentní větve koronární arterie. Z etických důvodů není 
možné získávat EAT vzorky ze zdravých jedinců. Do studie byly zařazeny jen vzorky od 
jedinců bez klinických známek aterosklerózy a diabetu. Všechny vzorky TT pocházejí od 
mužů středního věku. Body mass index (BMI) dárců vzorku EAT (N = 2) bylo 
30,6 ± 0,71 kg/m2 a BMI dárců vzorků viscerálního a subkutánního tuku (N = 2) byl 
28,35 ± 1,2 kg/m2.  
Příprava buněčných kultur z tukové tkáně byla provedena na základě protokolu 
Frieda a Moustaid-Moussa (Fried and Moustaid-Moussa, 2001). Vzorky EAT byly 
rozmělněny pomocí nůžek v aseptickém prostředí na malé kousky (2 – 4 mm3).  Stejně 
bylo postupováno v případě zpracování viscerálního a subkutánního tuku. Rozmělněné 
vzorky tukové tkáně byly promyty v PBS, umístěny do roztoku kolagenázy (2 mg/ml 
kolagenázy, 2% BSA bez mastných kyselin v PBS) a inkubovány v třepačce (200 rpm) při 
37°C po dobu 1 hodiny. Následně byly vzorky promyty v PBS a vzniklá buněčná 
suspenze byla přefiltrována skrze filtry s 200μm póry. Flotující tukové buňky 
(adipocyty) byly odděleny od tzv. stromální vaskulární frakce (SVF) centrifugací (10 min 
při 200 g). SVF obsahující preadipocyty byla následně několikrát promyta v PBS  
a nakonec resuspendována v selektivním preadipocytárním růstovém médiu (Promo 
Cell, Heidelberg, Německo). Buňky byly kultivovány v kultivačních lahvích o objemu 
25 cm3 uložených v inkubátoru při teplotě 37°C a 5 % (v/v) CO2. Médium bylo měněno 
každé 2 až 3 dny.  
Při subkonfluentní denzitě byly buňky trypsinizovány a nasazeny v triplikátu 
do 12-jamkových destiček při počátečním  množství 0,1 × 106 buněk na jamku. Když se 
buňky namnožily na úroveň zhruba 90% konfluence, byla u nich indukována 
diferenciace. První 3 dny byly buňky kultivovány v adipocytárním diferenciačním médiu 
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a následně v adipocytárním výživném médiu (Promo Cell, Heidelberg, Německo). 
Výsledkem tohoto protokolu o celkové délce 21 dnů bylo získání diferencovaných 
adipocytů. Úroveň diferenciace byla určována pomocí oil-red-o barvení (Sigma Aldrich, 
St. Louis, MO, USA).  
Tzv. kondiciované médium bylo připraveno následovně: subkonfluentní 
preadipocyty a adipocyty byly omyty a pěstovány v bezsérovém preadipocytárním 
růstovém médiu (Promo Cell, Heidelberg, Německo), nebo adipocytárním výživném 
médiu po dobu 24 hodin. Následovala další 24 hodinová kultivace ve zmíněných médiích 
následovaná odběrem a centrifugací média (13000 rpm po dobu 10 min při 4°C). Na 
závěr bylo médium zamraženo a skladováno při -80°C až do dalšího použití. Všechny 
experimenty byly prováděny na buňkách  do úrovně pasáže  6 nebo méně. Každý stav 
byl analyzován v triplikátu ve dvou nezávislých experimentech. 
 
5.1.1 Oil-red O barvení 
Oil red O je v tucích-rozpustné barvivo používané pro histologické vizualizace 
neutrálních triglyceridů a lipidů.  V tomto případě byla assay použita pro určení míry 
diferenciace adipogenních kultur primárních preadipocytů na diferencované adipocyty 
obsahující tukové kapénky. 
Diferencované adipocyty byly fixovány v 4% roztoku formaldehydu po dobu 
10 minut a následně byly barveny po dobu 30 minut s Oil-red O barvivem rozpuštěném 
v izopropanolu. Obarvené adipocyty byly následně promyty PBS a pozorovány. 
 
5.2 RT-PCR analýza 
Celková RNA byla izolována z každé oddělené jamky kultivační desky zvlášť (n=6 na 
každý typ adipocytů) za použití RNasy Mini kitu (Qiagen, Venio, Nizozemsko). Detailní 
postup viz níže. Následně po ošetření DNasou I (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) byly 
eliminovány všechny zbytky DNA z izolovaných vzorků RNA. cDNA byla vytvářena na 
základě pokynů výrobce za použití 400 ng celkové RNA a High Kapacity RNA-to-DNA 
master mixu (detailněji viz níže) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).  
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Úrovně genové exprese cytokinů a adipokinů byly měřeny  pomocí přístroje  Corbett 
Life Science Rotor Gene 3000 (program viz níže)(Qiagen, Venlo, Nizozemí) za použití 
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Venlo, Nizozemí). Nukleotidová sekvence 
použitých primerů viz Tab. 1, složení mixů viz RT-PCR reakční směs. 
Hodnoty B2M byly použity jako endogenní kontroly pro normalizaci. Relativní 
genové exprese byly spočítány pomocí ΔΔCt metod, podle postupů práce Pfaffl (Pfaffl, 
2001) 
Hodnoty B2M byly použity jako endogenní kontroly pro normalizaci. Relativní 
genové exprese byly spočítány pomocí ΔΔCt metod, podle postupů práce Pfaffl (Pfaffl, 
2001) 
Gen 
Přední primerová sekvence 
(5´ - 3´) 
Reverzní primerová sekvence 
(3´- 5´) 
IL-6 AGCAGCAAAGAGGCACTGGCA GCACAGCTCTGGCTTGTTCCTCA 
IL-8 TCTGTGTGAAGGTGCAGTTTTG TGTGGTCCACTCTCAATCACTC 
IL-18 TGACTGTAGAGATAATGCACCCCG ATCATGTCCTGGGACACTTC 
Rantes AGCAGTCGTCTTTGTCACCC AAGGAGCGGGTGGGGTAGG 
MCP-1 AGAAGCTGTGATCTTCAAGACC AGCTGCAGATTCTTGGGTTG 
Leptin ACCAGGGAGACCGAGCGCTT GCATGGCCCTTGCCCTCCTG 
Adiponektin TGGCCTGCCCAGCTCTCGTA AGGCACACAACTCAGCCAGAGC 
Β2-mikroglobulin TCTCTCTTTCTGGCCTGGAG AATGTCGGATGGATGAAACC 
Tab.1: Primery detekovaných látek 
 
 Izolace RNA za použití RNeasy Mini Kit 50 (cat no: 74104) Qiagen 
1. Ke vzorku konfluentních buněk přidat 350 μl RTL pufru  
Zamíchat vortexováním po dobu 20 sek 
2. Ke vzorku přidat 350 μl 70% chlazeného etanolu. Zamíchat pipetováním 
a pomocí  vortexu po dobu 30 sek 
3. Celý objem vzorku napipetovat na kolonku a centrifugovat po dobu 15 sek při 
8000.  
4. Do kolonky napipetovat 350 μl RW1 pufru a centrifugovat po dobu 15 sek při 
8000 G.  
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5. Napipetovat 80 μl DNase I inkubačního mixu (10 μl DNase I koncentrátu a 70 μl 
RDD pufru) přímo na střed kolonky. Kolonku přesunout do nové odpadní tuby. 
Inkubovat 15 min v pokojové teplotě 
6. Přidat 350 μl RW1 pufru a centrifugovat po dobu 15 sek při 8000 G.  
7. Přidat 500 μl RPE pufru s přidaným etanolem. Centrifugovat po dobu 15 sek při 
8000 G.  
8. Přidat dalších 500 μl RPE s etanolem. Centrifugovat 2 min při 8000 G. 
9. Kolonku přendat do nové sběrné mikrozkumavky a na střed kolonky napipetovat 
30 μl RNase free vody. Inkubovat 1 min při pokojové teplotě a centrifugovat po 
dobu 1 min při 8000 G.  
10. Změřit koncentraci RNA a RNA skladovat až do dalšího použití při -80oC 
 
 Štěpení DNázou (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA):  
1. 400 μg RNA ředit vodou na celkový objem 10 μl 
2. k 8 μl RNA mixu z bodu 1. Přidat 1μl 10x buffer a 1 μl DNAse enzymu 
3. inkubovat 15 minut v pokojové teplotě 
4. k mixu přidat 1 μl STOP roztoku 


















 Reverzní transkripce (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA):  
High Kapacity RNA to cDNA Kit (50x 20 μl reakcí) 
1. premix na 1x RT-PCR reakci: 
 
 
2. cDNA vyndat z přístroje a skladovat v -80 °C stupních 
 
 RT-PCR reakční směs (qPCR) 
reagencie Rozpis na 1 reakci 
Power SYBR Green 
master mix 
12,5 μl 
Primer mix 1 μl 
PCR voda 9,5 μl 
cDNA (10x ředěné) 2 μl 
celkem 25 μl 
 Program PCR 
Iniciace  95 oC……………..10 min 
Denaturace 
Hybridizace                         
Elongace                                  
95oC……………..15 sec 
XX oC…………....30 sec 
72oC……………..30 sec  
Melt 
analýza 
74 oC - 95 oC 
Nárůst teploty po 1 oC 
XX °C značí teplotu hybridizace, která je optimalizovaná na daný primer 
reagencie Rozpis na 1 reakci 
Master mix 4 μl 
RNA (stěpená DNAsou) 11 μl 
DEPC voda 5  μl 
celkem 20 μl 
reagencie Rozpis na 1 reakci 
Program: 
25 oC……………..….5 min 





5.3 Proliferační assay 
Buňky hladké svaloviny lidské aorty (HAoSMC) (Promo Cell, Heidelberg, Německo) 
jsme kultivovali s kondiciovanými médii získanými již dříve popsaným způsobem 
při kultivaci primárních buněčných kultur adipocytů. Média pocházela 
jak od nediferencovaných, tak i od maturovaných linií primárních adipocytů.  
HAoSMC byly nasazeny na pokusné desky v počáteční koncentraci 2x103 buněk 
na jamku. Po uplynutí 72 hodin byly buňky omyty v PBS  a inkubovány po dobu 24 hodin 
v  médiu pro  HAoSMC bez růstových faktorů (Promo Cell, Heidelberg, Německo). Média 
z buněčných linií adipocytů a preadipocytů byly přidána v objemuof 37,5 % v/v 
v bezsérovém růstovém médiu pro HAoSMC (Promo Cell, Heidelberg, Německo). Míra 
proliferace primární kultury HAoSMC během kokultivace s adipocytárními médii byla 
měřena s využitím i real-time buněčného analyzátoru xCELLigence Systém s E-Plate 
View 16 (Roche Applied Science, Basel, Švýcarsko). Všechny experimenty byly 
prováděny na buňkách  do úrovně pasáže  6 nebo méně. Každý stav byl analyzován 
v triplikátu ve dvou nezávislých experimentech. 
 
5.4 Luminex assay  
  Luminex assay je multiplexní kuličkový imunotest umožňující detekci více analytů 
(v našem případě adipokinů) ve vzorku najednou pomocí směsi protilátkami značených 
kuliček s barevným kódem, na které se vážou odpovídající působky přítomné ve vzorku.  
 V naší studii byla  Luminexová assay využita pro detekci  adipokinů (IL-6, IL-8, 
MCP-1, VEGF a adiponektinu) (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN USA) 
v kondiciovaných médiích získaných po 24 hodinové inkubaci s primárními liniemi 
adipocytů. Značení bylo prováděno v 96-jamkových destičkách. Při přípravě a provádění 
testů bylo postupováno striktně dle pokynů doporučených výrobcem (detailní postup 
viz níže).  Každé testované médium, stejně jako vzorky standardu a kontrolní vzorky, 
bylo testováno v triplikátu ve dvou nezávislých experimentech (celkové množství n=6 
pro každý stav). Destičky byly měřeny na analyzátoru  Luminex 100 (PerkinElmer, Inc, 
MA, USA) za použití xPONENT softwaru (Luminex, Austin, TX, USA). Hodnoty vzorků 
byly zprůměrovány a byla odečtena průměrná střední intenzita fluorescence 
(MFI-Median fluorescence intensity) blanku. Bylo nastaveno akviziční rozhraní mezi 
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7500 a 15500 pro diskriminaci dvojitých událostí, což zajistilo měření pouze 
jednotlivých mikrokuliček.  Z každé jamky byl tímto způsobem změřen signál ze 
100 kuliček a byly získány hodnoty MFI. Hodnoty MFI byly následně s pomocí údajů 
z kalibrační křivky pro každý z použitých standardů převedeny pomocí Milliplex Analyst 
softwaru (Millipore) na hodnoty koncentrace (ng/μl). 
 Příprava luminex assay, R&D Systems, Inc. 
1. Navlhčit mikrotitrační desky přidáním 100 μl promývacího pufru (20 ml 
Wash Buffer Concentrate zředěný destilovanou, nebo neionizovanou vodou 
na 500 ml). Tekutinu ihned odstraníme odsátím pomocí vakuové odsávačky 
pro mikrotitrační destičky. 
2. Resuspendujeme zředěnou směs mikropartikulí (pro 96-jamkouvou destičku 
zředíme 50 μl Microparticle Concentrate od všech detekovaných látek 
pomocí 5 ml Microparticle Diluent). Směs je nutno těsně před použitím 
zvortexovat. Mikropartikule rozpipetujeme po 50 μl do každé jamky. 
3. Přidáme 50 μl standardu, blanku nebo vzorku na jamku. Desku zakryjeme 
a inkubujeme 3 hodiny při pokojové teplotě na horizontální třepačce 
miktrotitračních destiček při 500 rpm 
4. Odsajeme tekutinu. Desku promyjeme promývacím pufrem (100 μl na 
jamku) a opět odsajeme. Opakujeme 3 krát.  
5. Do každé jamky napipetujeme 50 μl zředěného Biotin Antibody Coctail 
roztoku (Biotin Antibody Concentrate).  Desku inkubujeme 1 hod při 
pokojové teplotě na horizontální třepačce při 500 rpm. 
6. Opakujeme 4. krok. 
7. Do každé jamky pipetujeme 50 μl zředěného roztoku Streptavidin-PE 
(55 μl Streptavidin-PE zředíme pomocí 5,5 ml promývacího pufru). Desku 
pevně zakryjeme folií a inkubujeme 30 min při pokojové teplotě na třepačce 
při 500 rpm. 
8. Opakujeme 4. krok. 
9. Resuspendujeme obsah jamek přidáním 100 μl promývacího pufru na jamku. 
Inkubujeme 2 min na třepačce při 500 rpm. 




5.5 Statistická analýza 
Data jsou vždy prezentována jako průměr ± směrodatná odchylka (SD). Statistická 
analýza byla provedena pomocí Studentova t-testu nebo ANOVA s užitím post hoc 
Bonferroniho vícenásobného srovnávacího testu. Rozdíly byly považovány za statisticky 




6.1 Genové exprese v primárních buněčných liniích adipocytů 
a preadipocytů 
Úrovně genové exprese cytokinů (IL-6, IL-8, IL-18, RANTES a MCP-1) a adipokinů 
(leptinu a adiponektinu) byly měřeny na primárních buněčných liniích 
nediferencovaných i maturovaných epikardiálních a viscerálních adipocytů za použití 
qPCR.  
Naše data vykazují 3,25-krát zvýšenou expresi IL-8 v epikardiálních preadipocytech 
ve srovnání s viscerálními preadipocyty (p<0,05) (Obr. 8A a 8B). Ačkoli nesignifikantně, 
IL-18 také vykazuje zvýšenou expresi v epikardiálních preadipocytech ve srovnání 
s viscerálními preadipocyty (15,7-krát, p=0,064). Úroveň exprese ateroprotektivního 
adiponektinu spolu s expresí prozánětlivého leptinu byly signifikačně nižší v kulturách 
epikardiálních adipocytů ve srovnání s viscerálními preadipocyty (p<0,0001). Navíc 
naše výsledky vykazují spojitosti mezi mírou diferenciace a původem buněk. Pozorovali 
jsme změnu na úrovně exprese prozánětlivých genů leptinu (825-krát, p<0,05), IL-8 
(0,016-krát, p<0,01) a MCP-1 (0,19-krát, p<0,05) v epikardiálních adipocytech ve 
srovnání s epikardiálními preadipocyty spolu se zvýšenou mírou exprese IL-6 
(8,13-krát, p<0,05) v epikardiálních adipocytech ve srovnání s viscerálními adipocyty. 
Naopak leptin vykazoval signifikantně vyšší expresi ve viscerálních adipocytech ve 
srovnání s epikardiálními adipocyty (13,47-krát, p<0,05). Ve srovnání s viscerálními 





Obr. 8: Relativní genové expresem (A) IL-6, leptinu, IL-8, RANTES, adiponektinu, MCP-1 
a (B) IL-18 v lidských preadipocytech a diferencovaných adipocytech. Data byla 
normalizována k beta2-mikroglobulinu (B2M). Úroveň exprese je relativně vztažena k hladinám 
viscerálním preadipocytů. Měření byla prováděna v triplikátech a výsledky byly prezentovány 
jako průměr ± SD pro dvě nezávislá měření. Genová exprese viscerálních preadipocytů byla 
považována za 100 %., nebo 1,0. Hodnoty byly považovány za signifikantní při p<0,05. 
A p<0,05, B p<0,01, C p<0,001, vůči viscerálním preadipocytů; D p<0,05 vůči epikardiálním 
preadipocytů; G p<0,05 vůči epikardiálním adipocytům. 
 
 
6.2 Produkce adipokinů v médiu z nediferencovaných a maturovaných 
buněčných linií lidských adipocytů 
Produkce adipokinů (IL-6, IL-8, MCP-1, VEGF a adiponektinu) v kondiciovaných 
médiích získaných kultivací s primárními liniemi  epikardiálních, renálních 
a subkutánních preadipocytů a plně diferencovaných adipocytů byla měřena Luminex 
testem. Jako referenční standard (100 %) byl použit obsah adipokinů v kondiciovaném 
 médiu primární buněčné linie HAoSMC (Obr. 9A, 9B; statistická signifikance je zmíněna 
v Tab. 2). Naše výsledky ukazují různé úrovně produkce adipokinů v závislosti 
na původu buněk a úrovni jejich diferenciace. V čistém kontrolním preadipocytárním 
růstovém médiu, adipocytárním výživném médiu nebo růstovém médiu pro buňky 
hladkého svalstva, tj. v médiích neinkubovaných spolu s buňkami, nebyla prokázána 
přítomnost  IL-6, IL-8, MCP-1 ani VEGF.  
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Naše výsledky ukazují, že až na výjimky produkovaly HAoSMC v kondiciovaném 
médiu signifikantně vyšší množství IL-6, IL-8, MCP-1 a VEGF ve srovnání 
kondiciovanými médii získanými po kultivaci s  buněčnými liniemi preadipocytů 
a adipocytů (pro všechny skupiny, p<0,01). Jen v renálním preadipocytárním médiu byla 
detekována vyšší produkce MCP-1 ve srovnání s HAoSMC kontrolou (p<0,5). Renální 
preadipocytární médium a epikardiální adipocytární médium pak vykazovaly vyšší 
produkci VEGF oproti HAoSMC kontrole (p<0,001). Produkce IL-6 z epikardiálních 
adipocytů byla vyšší než produkce tohoto cytokinu v kondiciovaných médiích ostatních 
buněčných linií (p<0,001). Obsah IL-8 v kondiciovaném médiu renálních adipocytů byl 
pak v porovnání se všemi ostatními kondiciovanými médii nižší (pro všechny skupiny 
p<0,05). Obdobně jako v případě IL6, i produkce IL-8 se lišila mezi maturovanými 
adipocyty v závislosti na jejich původu. Produkce VEGF v epikardiálních preadipocytech 
byla signifikantně redukována oproti ostatním buněčným liniím (p<0,01). V případě 
média plně diferencovaných epikardiálních adipocytů však byla koncentrace VEGF vůči 
ostatním kondiciovaným médiím statisticky významně vyšší. Na rozdíl od toho vysoký 
obsah VEGF v médiu renálních preadipocytů vykazovala výrazný pokles ve srovnání 
s hodnotami u plně diferencovaných renálních adipocytů (p<0,001). Produkce 
adiponektinu renálními adipocyty byla vyšší než v případě ostatních buněčných linií 
(p<0,001).   
Lze tedy říci, že námi získané výsledky svědčí o tom, že produkce adipokinů závisí 






Obr. 8B: Relativní obsah adipokinů (IL6, IL8, MCP1, VEGF a adiponektinu) 
v kondiciovaných médiích.  Kondiciovaná média byla získána po 24 hodinové inkubaci 
kontrolní linie  HAoSMC buněk a linií adipocytů (jak nediferencovaných, tak plně 
diferenciovaných).  Obsah adipokinů v médiu primární linie odvozené od HAoSMC byl 
považován za referenční standard (100 %, nebo 1,0). Obrázek 1A zobrazuje obsah IL6, IL8, 
MCP1 a VEGF v kondiciovaných médiích. Obrázek 1B zobrazuje obsah adiponektinu 
v kondiciovaných médiích. Všechny experimenty byly prováděny v triplikátech a výsledky jsou 
uvedeny jako průměr± SD ze dvou nezávislých experimentů. Hodnoty statistické významnosti 









































*** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ 
IL-8 
n.s. *** ↓ n.s. ** ↓ *** ↓ *** ↓ 
MCP-1 
*** ↓ *  ↑ *** ↓ ** ↓ *** ↓ *** ↓ 
VEGF 
*** ↓ *** ↑ *** ↓ *** ↑ n.s. *** ↓ 
Adiponekti
n 





















*** ↓ *** ↓ *** ↓ p=1 *** ↓ *** ↓ 
IL-8 
n.s. n.s. n.s. p=1 * ↓ n.s. 
MCP-1 
n.s. *** ↑ n.s. p=1 * ↓ ** ↓ 
VEGF 
*** ↓ n.s. *** ↓ p=1 *** ↓ *** ↓ 
Adiponekti
n 






















n.s. n.s. n.s. *** ↑ p=1 n.s. 
IL-8 
n.s. *** ↑ n.s. * ↑ p=1 *** ↑ 
MCP-1 
*** ↑ *** ↑ n.s. * ↑ p=1 *** ↓ 
VEGF 
** ↓ *** ↑ n.s. *** ↑ p=1 n.s. 
Adiponekti
n 























n.s. *** ↑ n.s. *** ↑ n.s. p=1 
IL-8 
n.s. *** ↑ n.s. n.s. *** ↓ p=1 
MCP-1 
*** ↑ *** ↑ n.s. ** ↑ *** ↑ p=1 
VEGF 
*** ↓ *** ↑ n.s. *** ↑ n.s. p=1 
Adiponekti
n 
*** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ *** ↓ 
Tab. 2: Hladina významnosti obsahu adipokinů (Il-6, IL-8, MCP-1, VEGF a adiponektinu 
v kondciovaných médích získaném po 24 hod. inkubaci s liniemi adipocytů a 
preadipocytů. *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, n.s. – není signifikantní, n.a. – nebyl analyzován 
Hodnoty byly považovány za signifikantní při p<0,05. 
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6.3 Vliv kokultivace adipocytů a buněk hladké svaloviny aorty na 
proliferace 
S cílem získat informace o účincích adipokinů  na proliferaci buněk hladkého 
svalstva cév jsme měřili míru proliferace HAoSMC v realném čase. HAoSMC byly 
kultivovány spolu s kondiciovanými médii získanými kultivací s liniemi renálních 
a epikardiálních preadipocytů a adipocytů. Opakované měření ukázalo, že přidání 
epikardiálního adipocytárního média zvyšuje míru proliferace HAoSMC ve srovnání 
s kontrolními HAoSMC bez přidaní kondiciovaných médií (p<0,05). Nenašli jsme žádné 
stimulační účinky na proliferaci HAoSMC po přidání kondiciovaných médií renálních 
a epikardiálních preadipocytů. Ani v případě kondiciovaného média renálních  




Obezita je asociována se zvýšeným rizikem rozvoje aterosklerózy a jejich 
klinických komplikací. Jsou to právě adipokiny, které mohou po molekulární stránce 
spojit vliv obezity na patogenezi  aterosklerózy (Calle et al., 1999; Mathieu et al., 2010). 
Perivaskulární tuková tkáň je významným endokrinním a parakrinním orgánem 
produkujícím řadu biologicky aktivních látek (Mazurek et al., 2003; Miao and Li, 2012; 
Yudkin et al., 2005). Vzhledem k absenci anatomické bariery účinné látky vylučované 
adipocyty snadno pronikají do cévní stěny (Barandier et al., 2005; Rajsheker et al., 
2010). Abnormální proliferace VSMC hraje důležitou roli v patogenezi aterosklerózy 
a restenózy.  Adipocyty produkují řadu parakrinně působících adipokinů schopných 
ovlivnit proliferaci a migraci VSMC (Szasz et al., 2013). Lokální sekrece adipokinů 
perivaskulární tukovou tkání tak prostřednictvím těchto mechanismů může přímo 
spojovat obezitu s rozvojem proliferativních cévních onemocnění (Iacobellis et al., 2008, 
2003).  
 Výsledky našich studií prokázaly, že za bazálních podmínek, tj. při absenci 
aterosklerózy a diabetu, nejsou zdrojem prozánětlivých médiátorů pouze imunitní 
buňky infiltrující tukovou tkáň. Samotné adipocyty jsou významným zdrojem těchto 
biologicky aktivních látek. Při studiu genových expresí jsme prokázali zvýšenou expresi 
prozánětlivých cytokinů majících relevantní souvislost s patogenezí aterosklerózy (IL6, 
IL8, IL18 a MCP1) v liniích epikardiálních adipocytů v závislosti na míře diferenciace 
a současnou sníženou expresi adiponektinu. Následná měření obsahu adipokinů 
produkovaných do kondiciovaných médií ukázala na trendy, které byly až na vyjímky 
ve shodě s mírou genové exprese adipokinů. Naše výsledky naznačují, že se epikardiální 
adipocyty od viscerálních (renálních) adipocytů podstatně liší a že vykazují prozánětlivý 
fenotyp i při bazálních podmínkách. Výsledky kokultivačních studií pak prokázaly 
stimulační vliv kondiciovaných médií diferenciovaných epikardiálních adipocytů 
na proliferaci HaoSMC.  
Na základě našich poznatků, výzkum srovnávající genové exprese lidských 
epikardiálních preadipocytů a in vitro diferencovaných adipocytů za bazálních 
podmínek nebyly zatím provedeny. Podobný výzkum byl prováděný Fain a kolektivem 
(2008). Výsledky těchto studií prokázaly, že prozánětlivé cytokiny jako MCP-1, IL-6, IL 8, 
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PAI-1 a IL-1β, jsou převážně exprimovány v omentálních preadipocytech. EAT 
a omentální tuk mají stejný embryonální původ (Ho and Shimada, 1978). Nicméně 
výsledky této studie jsou pravděpodobně ovlivněny extrémní obezitou dárců. Obezita je 
téměř vždy spojena se zánětem v TT. V souvislosti se zánětlivými procesy v tukové tkáni, 
je často zmiňována masivní infiltrace zánětlivými buňkami. Tyto buňky jsou považovány 
za významný zdroj různých cytokinů a mediátorů, které mohou významně přispívat 
k rozvoji prozánětlivého prostředí a ke konečné progresi aterosklerózy (Baker et al., 
2006; Mazurek et al., 2003). Naše výsledky naznačují, že za bazálních podmínek nejen 
infiltrující buňky, ale samy epikardiální adipocyty jsou producenty prozánětlivých 
cytokinů majících relevantní vztah k patofyziologii aterosklerózy. Výsledky našich 
měření by mohly být případně ovlivněny genovou expresí makrofágů. Nicméně studie 
Mangan a Wahl ukázala, že životnost nestimulovaných MF izolovaných spolu 
s preadipocyty jsou v buněčné kultuře životaschopné maximálně 5-6 dnů (Mangan and 
Wahl, 1991). V našich experimentech však byly buňky kultivovány minimálně 8 dnů, než 
byly použity pro izolaci RNA. 
Jak prokázaly naše další studie s kondiciovanými médii, genová exprese 
a následná reálná produkce a uvolňování látek do okolí se může lišit, jako v případě IL-6 
a MCP-1. Exprese těchto adipokinů epikardiálními preadipocyty byla ve srovnání 
s expresí v ostatních primárních liniích vyšší, avšak jejich obsah v kondiciovaných 
médiích byl relativně malý. Tyto rozdíly mohou souviset s regulací translace, 
mechanismy uvolňování působků z buněk nebo s jejich stabilitou v kondiciovaných 
médiích. 
Kromě toho jsme popsali zvýšenou úroveň proliferace HAoSMC během 
kokultivace s médiem epikardiálních adipocytů. VSMC představuje spolu s buňkami 
endotelu jeden z nejrozšířenějších buněčných typů nacházejících se v cévní stěně. 
Abnormální proliferace a migrace VSMC má velký význam pro rozvoj aterosklerózy. 
Bioaktivní látky uvolňované adipocyty mohou vést k dysfunkci buněk hladké svaloviny 
a přispívat tak k rozvoji proliferativních cévních onemocnění. 
Výsledky naší studie odpovídají výsledkům dřívější studie Lamerse 
a kolektivu (2011), kteří prokázali pozitivní vliv kondiciovaných médií získaných 
inkubací s primárními kulturami lidských adipocytů, na proliferaci VSMC koronárních 
arterií. Tato práce také postulovala, že tento proliferaci stimulující efekt negativně 
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koreluje s koncentrací adiponektinu v médiu. Autoři však nenašli žádnou korelaci 
týkající se IL-6. V dalších studiích provedených stejnou skupinou byla nalezena silná 
korelace mezi koncentrací VEGF v médiu a mírou proliferace VSMC. VEGF tedy, jak se 
zdá, přispívá k proliferaci VSMC prostřednictvím parakrinního, nebo autokrinního 
mechanismu působení. Ošetření buněk VSMC pomocí média obsahujícího VEGF 
stimulovalo sekreci VEGF z VSMC a vedlo ke zvýšené expresi VEGF receptoru 1 a 2 
v závislosti na dávce VEGF (Schlich et al., 2013).  
Přestože naše data částečně souhlasí s poznatky práce Schlich a kolektivu (2013), 
nebyli jsme schopni potvrdit klíčovou roli VEGF jako prostředníka parakrinního 
působení adipocytů na buňky hladkého svalstva. Naše data ukazují, že pouze 
kondiciované médium od maturovaných epikardiálních adipocytů bylo schopné 
stimulovat proliferaci HAoSMC. Média od epikardiálních a renálních preadipocytů 
a renálních adipocytů neměla žádný vliv na růst HAoSMC ve srovnání s kontrolami. 
Přestože byl obsah VEGF zvýšený v médiích jak epikardiálních adipocytů, tak renálních, 
preadipocytů, renální preadipocytární médium vykazovalo oproti epikardiálnímu pouze 
mírný stimulační efekt na proliferaci HAoSMC.  
Můžeme spekulovat o několika vysvětlení tohoto jevu. Zaprvé: v naší studii byla 
použita média získaná z primárních buněčných linií adipocytů, které byly získány 
výhradně z tukové tkáně dárců bez známek diabetu a aterosklerózy. Práce Schlich 
a kolektivu (2013) srovnávála obsah VEGF a vliv na proliferaci VSMC ve vzorcích tukové 
tkáně i od obézních dárců a dárců s diabetem. Jejich výsledky ukázaly nízkou produkci 
VEGF z viscerálního a podkožního tuku od štíhlých dárců. A také, že tyto vzorky 
od štíhlých dárců nemají žádný efekt na míru proliferace VSMC. V případě viscerálního 
tukové tkáně přítomnost obezity, zejména v kombinaci s diabetem, jak se zdá, výrazně 
zvyšuje hladiny VEGF, spolu s rychlostí proliferace VSMC. Můžeme jedině spekulovat 
o účinku kondiciovaného média epikardiální tukové tkáně od štíhlých dárců bez diabetu 
na proliferaci VSMC. Je třeba poznamenat, že ve studii Schlich a kolektivu byla použita 
komplexní kondiciovaná média získaná inkubací s tukovou tkání pocházející z biopsií, 
kdežto v naši studii byla použita kondiciovaná média získaná inkubací s primárními 
buněčnými liniemi.  
Zadruhé: rozdíl mezi výsledky míry proliferace HAoSMC může být, alespoň částečně, 
způsoben hladinou adiponektinu v médiu získaném inkubací s renálními adipocyty. 
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Obsah adiponektinu v tomto konkrétním médiu byl vyšší ve srovnání se všemi ostatními 
kondiciovanými médii. Studie Lamerse a kolektivu (2011) ukázala, že obsah 
adiponektinu negativně koreluje s proliferací buněk VSMC (Lamers et al., 2011). 
Zatřetí: vzhledem k tomu, že sekreční profil lidských adipocytů je velmi komplexní, 
je pravděpodobné, že interakce mnoha adipokinů může ovlivnit konečný výsledek. 
Nedávná studie Ruana a kolektivu (2010) se zabývala analýzou sekretomu 
perivaskulárních adipocytů pomocí kapalinové chromatografie v kombinaci 
s hmotnostní spektrometrií. Jejich proteomické analýzy identifikovaly 81 proteinů 
dekretovaných v PVAT, včetně 21 proteinů již dříve známých a 60 proteinů, které byly 
detekovány úplně poprvé. Účinky jednotlivých složek produkovaných adipocyty 
na proliferaci VSMC by bylo možno studovat prostřednictvím použití specifických 
inhibitorů.  
Předkládaná magisterská práce má několik metodických omezení. Z etických 
a technických důvodů nebylo možno odebírat vzorky EAT a vzorky podkožního 
a viscerálního tuku od jednoho dárce. Toto omezení jsme se snažili eliminovat výběrem 
vhodných vzorků získaných od pacientů stejného pohlaví, podobného BMI a věku 
v konkrétních skupinách. Další omezení představuje samotný odběr vzorků EAT, který 
samozřejmě nebylo možno provést od zcela zdravých dárců. Není možno vyloučit 
možnost, že probíhající patologie (kardiomyopatie) neovlivnila zánětlivý stav. Předchozí 
studie (Hug and Lodish, 2005; Mazurek et al., 2003; Sacks and Fain, 2007) prokázaly, 
že nejvýznamnějším zdrojem zánětu v perivaskulární tkáni je přítomnost koronární 
arterialní choroby. Z tohoto důvodu byly ve studii použity jen vzorky od pacientů, 
u kterých nebyly standardními laboratorními testy nalezeny žádné známky 
aterosklerózy. Pacienti neměli rovněž žádnou dlouhodobou medikaci, která by, podle 
našich znalostí, mohla ovlivnit výsledky studie.  
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8 Závěr  
Cílem práce bylo porovnat produkci adipokinů v primárních liniích adipocytů 
v závislosti na původu a stupni diferenciace a v in vitro kokultivačních studiích sledovat 
vliv adipokinů obsažených v kondicionaných médiích na míru proliferace HAoSMC. 
Měření genové exprese prozánětlivých adipokinů a adiponektinu a produkce adipokinů 
do kondiciovaných médiích získaných po 24hodinové inkubaci s buňkami primárních 
linií prokázalo odlišnou produkci adipokinů v epikardiálních a viscerálních adipocytech 
ovlivněnou i mírou diferenciace. Výsledky kokultivačních studií pak naznačily 
potenciálně stimulující vliv biologicky aktivních látek produkovaných epikardiálními 
adipocyty na proliferaci HAoSMC.  
Výsledky naší studie tak prokazují, že epikardiální adipocyty se od viscerálních liší jak 
produkcí adipokinů, tak mírou vlivu na HAoSMC. Tento mechanismus může lokálně 
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